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Acerca de Corynebacterium glutamicum 
 
Corynebacterium glutamicum fue aislado originalmente en Japón por Shukuo 
Kinoshita, Shigezo Udaka y Masakazu Shimono en la compañía Kyowa Hakko 
Kogyo, mientras buscaban un organismo que pudiera producir glutamato 
extracelularmente [1].  
El glutamato monosódico, descubierto en los inicios del siglo 20 por el 
profesor Ikeda, es conocido como un ingrediente que realza el sabor de las comidas 
usadas tradicionalmente en la cocina japonesa. Después de la segunda guerra 
mundial, la escasez de comida y especialmente de comidas ricas en proteínas fue 
uno de los mayores inconvenientes. Fue en ese momento el glutamato comenzó a 
ser utilizado para condimentar las comidas desabridas que en ese momento eran 
accesibles para la población. Sin embargo el L-glutamato era producido por 
descomposición química de los granos de soja y trigo y resultaba demasiado costoso 
[2]. Es por esto que varios grupos de investigadores japoneses planearon obtenerlo 
a partir procesos fermentativos. La producción de ácidos orgánicos, como el ácido 
cítrico, mediante este tipo de procesos tenía ya en aquella época una larga historia 
de investigación e industrialización en Japón. El camino más sencillo hasta el 
momento era utilizar cepas de Pseudomonas capaces de transformar azúcar 
consumida en ácido α-cetoglutárico, precursor del L-glutamato. Luego, distintos 
métodos tanto químicos como enzimáticos eran aplicados sobre el mismo para 
obtener el L-glutamato [3]. En el año 1956 Shigezo Udaka junto a sus colaboradores 
comenzaron las investigaciones a partir de las cuales desarrollaron un método de 
screening muy eficiente, el cual les permitió encontrar a partir de aislados 
ambientales una bacteria capaz de producir este valioso compuesto naturalmente. El 
método consistía en utilizar placas de agar con un medio rico sobre las cuales se 
estriaban colonias de distintos aislados ambientales. Luego las mismas eran 
expuestos luz UV con el objetivo de matar los microorganismo y a continuación se 
cubría la placa con una capa de soft agar, la cual contenía un cultivo de Leuconostoc 
mesenteroides, una especie auxótrofa por el ácido glutámico. De esta manera, el 
crecimiento de este microorganismo indicaba que la colonia subyacente era capaz 
de producir y secretar ácido glutámico al medio extracelular [4].  
El microorganismo, inicialmente llamado Micrococcus glutamicus No. 534, 
reveló en estudios siguientes la capacidad de acumular ácido glutámico 
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dependiendo de las concentraciones de biotina presentes en el medio, lo cual sugirió  
que esta vitamina cumplía un rol fundamental en la fisiología de esta especie. Luego, 
mediante sucesivos experimentos de mutagénesis y descubrimientos acerca de las 
principales vías de regulación, se encontraron que muchos aminoácidos de interés 
tales como lisina, arginina, ornitina y treonina también podían ser producidos por 
esta cepa. A partir de ese momento surgió a una nueva visión en la industria 
producción de aminoácidos a nivel global a partir de esta nueva especie conocida 
actualmente como Corynebacterium glutamicum [5]. A mediados de los años 80 se 
comenzaron a secuenciar genes aislados de esta especie, lo cual permitió 
caracterizar y analizar varias vías biosintéticas involucradas en la síntesis de 
aminoácidos. Estos avances, permitieron comenzar más adelante con trabajos de 
ingeniería metabólica, con el fin de optimizar la producción de estos compuestos [6-
8]. Desde hace más de una década, se encuentran disponibles las secuencias de 
genomas completos de diferentes cepas  de C. glutamicum [9, 10]. 
 
Características generales y fisiológicas  
 
Luego de la primera descripción como Micrococcus glutamicus, un gran 
número de nombres diferentes le fueron asignados a distintos aislados de 
Corynebacterium glutamicum. Entre ellos Brevibacterium lactofermentum, 
Brevibacterium flavum, Brevibacterium divaricatum y Corynebacterium lilium hasta 
que esta confusión con los nombres fue resuelta por la publicación de Liebl, la cual 
demostró por diversos métodos taxonómicos que todos los aislados pertenecían a la 
misma especie [11].  
C. glutamicum es una bacteria Gram positiva que pertenece al orden de los 
Actinomicetales. La misma es no patogénica, no esporogénica, anaerobia facultativa 
y con un contenido de G+C moderadamente alto (58%). El género Corynebacterium 
se encuentra muy relacionado a los géneros Micobaterium y Nocardiaceae, los 
cuales colectivamente forman el suborden de las eubacterias y son capaces de 
habitar diversos nichos ecológicos como el suelo, vegetales, la piel y los desagües 
[5, 11].  
  Las células de C. glutamicum no presentan movilidad y bajo el aumento del 
microscopio este tipo de bacterias se observa con forma de bastón. Usualmente se 
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encuentran en forma de “V”, debido al mecanismo de separación durante su división 
celular (Figura 1). 
 
Figura 1 
A 
 
 
B 
 
             200 um 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Microscopias de células de  C. glutamicum. (A) Micrografía de contraste de fase de 
células crecidas en un medio complejo donde se pueden observar los usuales arreglos en 
forma de “V” que ocurren durante la división celular. (B) Mismo preparado de células pero 
visto desde una microscopia electrónica de barrido [5]. 
 
La mayoría de las Corynebacterias tienen una pared celular compleja la cual 
difiere de las de otras Gram positivas típicas. La misma consiste en una membrana 
plasmática, formada por una bicapa lipídica típica, cubierta por una capa de 
peptidoglicano (Figura 2). Esta última está unida a una cubierta de arabinogalactano, 
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la cual se encuentra además esterificada con otra capa de ácidos micólicos exterior 
formando un gran complejo micolil-arabinogalactano-peptidoglicano dentro de la cual 
también se encuentran presentes los polisacáridos solubles lipoarabinomanano 
(LAM) y lipomamano (LM). Esta estructura resulta funcionalmente equivalente a la 
membrana exterior de las Gram negativas, responsable de la resistencia y 
permeabilidad en esta especie. Por último, existe una capa superficial llamada “S”, la 
misma cumple funciones tanto como capa protectora así como tamiz molecular y se 
encuentra compuesta principalmente por la proteína PS2, codificada por el gen 
cspB, además de glicanos de alto peso molecular y lípidos [12-14].  
 
Figura 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Representación esquemática de la pared celular de Corynebacteria. Las diferentes 
capas se encuentran en todas las especies, la distribución de algunos componentes como 
liponananos y lipoarabinomananos así como la presencia de distintas porinas puede variar. La 
capa superior, presente en C. glutamicum, se encuentra compuesta principalmente por la 
proteína PS2 [12].  
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Corynebacterium como modelo de organismo productor de compuestos de 
interés industrial 
Aminoácidos 
 
 El proceso de producción de glutamato utilizando C. glutamicum es 
actualmente una tecnología ampliamente estudiada y desarrollada desde hace 
décadas [15, 16]. Bajo condiciones estándares el glutamato es producido por la 
enzima glutamato deshidrogenasa utilizando como precursor el 2-oxoglutarato [17]. 
La productividad típica del proceso de obtención de glutamato a partir de cultivos de 
alta densidad de es de 100 g/L luego de 2 días de proceso [18]. Para la producción 
industrial de este aminoácido, generalmente las fuentes de carbono suelen ser 
melazas de caña o remolacha, así como hidrolizados de almidón u otras azúcares 
[19, 20]. 
Tal como en el caso del glutamato, la producción biotecnológica de lisina es 
actualmente un proceso de rutina [16, 18, 21]. A diferencia del glutamato, la misma 
es utilizada en su mayoría como aditivo para los alimentos debido a su valor 
nutricional [20]. En Procesos de manufactura en gran escala de este aminoácido 
típicamente se alcanzan concentraciones de 160 g/L luego de 2 días [21]  
 Además a partir de distintas modificaciones en esta especie, también han sido 
desarrollados procesos para obtener otros aminoácidos de interés industrial como L-
treonina [15]; L-fenilalanina [16]; L-triptofano y L-histidina [22]; L- arginina [23] y L-
alanina [24] entre otros. 
 
Ácidos orgánicos 
 
El ácido láctico tiene numerosos usos en la industria alimenticia tanto para 
comidas como para bebidas [25]. Por otra parte el poli ácido láctico o PLA, es un 
polímero biodegradable con una gran resistencia a la tracción que se utiliza 
comúnmente para el envasado de alimentos. Uno de los mayores desafíos que se 
plantean en este momento, se enfoca en la producción industrial de ácido láctico no 
sólo desde glucosa, sino  también a partir de almidón y materiales lignocelulósicos 
hidrolizados. De esta manera, desarrollar simultáneamente procesos productivos de 
compuestos de interés y la degradación de materiales de desecho de bajo costo 
[25]. Mediante procesos de Fed-batch pueden ser producidos hasta 95 g/L de ácido 
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L-láctico en 6 hs (43 g/L.h) logrando a concentraciones celulares de 60 gPS/L 
(gramos de peso seco por litro) [26].  
Además del ácido láctico, otros ácidos orgánicos como el ácido succínico 
también han sido producidos exitosamente utilizando cultivos de C. glutamicum en 
fermentaciones de alta densidad [27]. El ácido succínico es actualmente producido a 
partir de petróleo y tiene un mercado potencial de 270.000 toneladas por año. El 
mismo sirve como materia prima para la obtención de diversos polímeros como -
butyrolactona, tetrahydrofurano, 1,4-butanediol y pirrolidonas utilizados en las 
industrias de detergentes, surfactantes, alimenticia y farmacéutica [28-31]. En C. 
glutamicum, este compuesto también fue producido eficientemente reportándose 
concentraciones de hasta 146 g/L en 46hs de fermentación en condiciones llegando 
a densidades celulares de 50 gPS/L [32]. 
 
Combustibles: Etanol e Isobutanol 
  
 El etanol tiene aplicaciones en la industria del transporte y química, con un 
mercado potencial de billones de hectolitros anuales y actualmente es obtenido 
mediante destilación [33, 34].  
 C. glutamicum ha sido modificado genéticamente para producir etanol a partir 
de glucosa, así como de mezclas de hexosas y pentosas [35, 36]. Utilizando una 
cepa modificada de C. glutamicum R, se alcanzaron concentraciones de 78 g/L de 
etanol con rendimientos celulares 60 gPS/L y una productividad de 29,5 g/L.h [35]. 
 Alcoholes de alto peso molecular como el isobutanol tienen grandes ventajas 
con respecto al etanol como ser su baja higroscopicidad, presión de vapor y 
corrosividad lo cual permite un manejo más seguro y eficiente [37]. Además el 
isobutanol puede servir como precursor para producción de isobuteno, el cual 
actualmente es producido a gran escala mediante el refinamiento del petróleo y es 
utilizado como aditivo para la gasolina y otros químicos especiales [38]. Mediante 
cepas modificadas con deleciones en los genes de la piruvato deshidrogenasa y 
lactato deshidrogenasa, fue posible obtener en esta especie un rendimiento de 0,2 g 
de isobutanol/g glucosa luego de 40 h de proceso [39].   
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Figura 3 
 
 
 
Figura 3. Productos de consumo humano obtenidos a partir procesos fermentativos de C. 
glutamicum alimentados con materias primas renovables [40]. 
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Sistemas de producción de proteínas recombinantes 
 
 La producción de proteínas recombinantes requiere de procesos integrados 
que incluyen sortear desafíos que van desde la biología molecular hasta el proceso 
de purificación y formulación (o downstream). Generalmente el huésped elegido 
tiene un rol principal ya que muchas de características del producto así como las 
técnicas de ingeniería genética y las estrategias de recuperación van a depender de 
las capacidades del organismo productor. Actualmente hay una gran variedad de 
hospedadores disponibles incluyendo bacterias, levaduras o células animales y la 
elección del mismo depende de muchos factores. La velocidad de producción, 
rendimiento, funcionalidad y calidad de la enzima son generalmente prioritarios. Sin 
embargo, al momento de la selección del hospedador, prevalece la alternativa que 
facilite desarrollar procesos simples, que permitan obtener un producto recombinante 
con la calidad requerida [41].  
A continuación se detallan las características de los principales sistemas de 
expresión de proteínas heterólogas. 
 
Sistemas de expresión bacterianos 
Escherichia coli  
  
E. coli fue el primer organismo utilizado para la producción de proteínas 
recombinantes humanas y en la actualidad es uno de los organismos más utilizados 
para la expresión de proteínas heterólogas. Una de las razones principales es que 
esta especie es una de las más estudiadas y se ha generado una gran cantidad de 
conocimientos acerca de su fisiología, bioquímica y genética [42-44].  
Esta bacteria es fácil de cultivar y manipular genéticamente. Es capaz de 
crecer hasta altas densidades celulares en fermentadores (hasta 175 gPS/L) y tiene 
necesidades nutricionales simples que pueden ser suplidas con medios definidos y 
muy económicos [45]. A nivel de síntesis de proteínas es un organismo rápido, de 
alto rendimiento y puede acumular proteínas recombinantes en una proporción que 
puede llegar hasta el 80% de su peso seco. Es por esta razón que E. coli es 
generalmente la primera opción al momento de la elección de un sistema de 
expresión [41].  
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Sin embargo E. coli presenta una serie de desventajas al momento de 
producir proteínas de gran tamaño o complejas provenientes de organismos 
eucariotas. La misma, no es capaz de realizar modificaciones post traduccionales 
como glicosilaciones o acilaciones. Además, su capacidad de realizar plegamientos 
complejos que incluyen puentes disulfuro o activaciones proteolíticas como los 
organismos superiores es bastante limitada [46]. Por otro lado, al momento de 
obtener proteínas de uso terapéutico una desventaja es la acumulación del 
lipopolisacárido, generalmente referido como endotoxina, el cual resulta pirogénico 
en humanos y otros mamíferos. Las proteínas utilizadas con este fin deben ser 
purificadas en un segundo paso para eliminar este compuesto, lo cual genera un 
incremento del costo de producción [47]. Más allá de este inconveniente, varias 
cepas no patogénicas de E. coli de uso común como la BL21 y K12 son 
consideradas inocuas o GRAS (Generally Recognized As Safe) por la FDA 
(administración de drogas y comidas de Estados Unidos). Por último, otra deficiencia 
de la sobreexpresión en este sistema es que muchas proteínas forman agregados 
citoplasmáticos insolubles en el citoplasma denominados cuerpos de inclusión. Las 
proteínas que los conforman generalmente se encuentran inactivas, están 
parcialmente plegadas y además suelen mostrar artefactos estructurales como 
puentes disulfuro no nativos, tanto intra como intermoleculares [48]. Diversas 
estrategias pueden ser utilizadas para evitar la formación de estos agregados como 
el cultivo a menor temperatura, la co-expresión de chaperones moleculares, fusiones 
de proteínas o sustitución de aminoácidos mediante ingeniería genética [49]. 
 
Bacillus subtilis 
 
Después de E. coli, diferentes cepas del género Bacillus, en particular B. 
subtilis, se encuentran entre los huéspedes más populares para la producción de 
proteínas heterólogas. Esta especie ha sido utilizado industrialmente desde hace 
décadas y de hecho, muchas proteínas de relevancia farmacéutica son obtenidas a 
partir de esta especie [50-53]. Una de las características más importantes es la 
capacidad natural de secretar eficientemente proteínas al medio extracelular, 
simplificando los pasos de purificación y eliminando la necesidad de disrupción 
celular o tratamientos químicos que incrementan los costos de producción [54]. B. 
subtilis también es considerado GRAS y al igual que E. coli tiene requerimientos 
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nutricionales sencillos, no presenta dificultades para cultivarlo y es capaz de crecer 
rápidamente hasta lograr altas densidades celulares en procesos de fermentación 
[41]. Sin embargo, los rendimientos pueden llegar a verse afectados negativamente 
debido a la actividad de proteasas endógenas. De hecho una de estas proteasas, la 
subtilisina, es producida industrialmente como aditivo para los detergentes [55]. 
Actualmente, ya se encuentran disponibles cepas deficientes en estas proteasas en 
las cuales las proteínas recombinantes obtenidas resultan mucho más estables [56, 
57]. Otra característica que puede afectar el rendimiento en la producción es la 
esporulación ante situaciones de estrés. Aunque también existen mutantes 
aporogénicas, esta acción también puede ser evitada simplemente modificando la 
composición del medio [58, 59]. Por último, aunque su genoma se encuentra 
secuenciado y la manipulación genética es sencilla, una desventaja es que los 
plásmidos no suelen ser muy estables, siendo  la integración cromosómica la única 
opción para obtener cepas recombinantes estables [55]. En la actualidad diferencia 
de E. coli no se conoce mucho acerca de su capacidad de generar puentes disulfuro 
en los productos obtenidos [60]. 
 
Sistemas de expresión en levaduras  
Pichia pastoris y Sacharomices cerevisiae 
 
 Las levaduras son uno de los huéspedes alternativos favoritos para la 
expresión de proteínas heterólogas complejas tanto con fines académicos así como 
industriales y farmacéuticos.  
Las especies más utilizadas son P. pastoris y S. cerevisiae las cuales se 
encuentran genéticamente bien caracterizadas, siendo la ventaja principal del uso de 
este sistema, la posibilidad de realizar modificaciones post traduccionales como 
formación de puentes disulfuro, procesamiento proteolítico y glicosilaciones. Las 
glicosilaciones tienen gran importancia debido a su influencia sobre la cinética de 
reacción, solubilidad, vida media, estabilidad térmica, actividad, inmunogenicidad y 
capacidad de unión a receptores [61, 62]. Ambas especies tienen una larga historia 
en la producción de enzimas recombinantes, son consideradas GRAS y a diferencia 
de las células de insecto o mamíferos, tienen como ventaja una rápida tasa de 
duplicación celular (horas). Para las mismas están reportadas densidades celulares 
superiores a 100 gPS/L mediante el uso de medios mínimos y muy económicos 
Introducción  
 
12 
 
comparados con los utilizados en las líneas celulares [63]. Por último una de las 
principales particularidades de este tipo de sistemas es la capacidad de secretar 
proteínas de manera eficiente y la posibilidad de obtener cepas estables tanto por 
integración como mediante el uso de plásmidos de localización nuclear de alto 
número de copias  [64]. 
Aunque S. cerevisiae es capaz de realizar glicosilaciones, en muchos casos 
no son compatibles con la funcionalidad de proteínas de mamíferos. Los 
oligosacáridos incorporados a residuos de serina o treonina (“O-linked”), en las 
proteínas producidas por esta especie, contienen sólo residuos de manosa mientras 
que los eucariotas superiores presentan cadenas con ácido siálico. Otro defecto de 
este sistema, es la hiper glicosilación con moléculas de manosa de los residuos de 
asparagina (“N-linked), llevando a una reducción tanto en la actividad como en la 
capacidad de unión del ligando a los receptores [65]. Más allá de estos 
inconvenientes, en la actualidad varios productos comercializados como la insulina, 
glucagón y factor estimulante de macrófagos son obtenidos a partir de cepas 
modificadas de S. cerevisiae [41].  
P. pastoris es una levadura metilotrófica capaz de utilizar metanol  como única 
fuente de carbono y energía. Una de las razones principales para la elección de este 
organismo como sistema de expresión, es el uso de promotores muy fuertes y 
estrictamente regulados para la producción de proteínas recombinantes como es el 
AOX1 [64]. Este promotor es naturalmente responsable de la producción de una 
alcohol oxidasa capaz de metabolizar el metanol y convertirlo en material celular en 
condiciones aerobias. El promotor AOX1 se encuentra fuertemente reprimido en 
presencia de otras fuentes de carbono como glucosa o glicerol, pero es inducido 
hasta mil veces en presencia de metanol como única fuente de carbono. Esta 
posibilidad de control es una ventaja al momento de expresar proteínas que pueden 
resultar tóxicas para las células. Más allá de estas características la principal 
desventaja, aunque no resulta prohibitiva, es la necesidad de contar con la 
infraestructura necesaria para manejar grandes cantidad de metanol en forma 
segura ya que el mismo es tóxico e inflamable. Como alternativa, existe la 
posibilidad de utilizar promotores como el GAP para el control de la expresión de 
proteínas heterólogas. Este promotor, responsable de la producción de la enzima 
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, es constitutivo y ha facilitado el desarrollo 
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de procesos eficientes de producción mediante el uso de fuentes de carbono 
inocuas como glucosa o glicerol [66-68].  
Otra cualidad sobresaliente de P. pastoris por sobre otras levaduras, es que 
fisiológicamente prefiere crecer mediante un metabolismo respiratorio que sobre uno 
fermentativo. Productos de como el etanol y ácido acético, llegan rápidamente a 
concentraciones tóxicas en ambientes de alta densidad celular para organismos que 
prefieren realizar fermentación [64].  
Al momento de compararla con S. cerevisiae, P. pastoris presenta algunas 
ventajas como organismos productor. Entre ellas se destacan las mayores 
productividades en la obtención de proteínas heterólogas y la posibilidad de crecer 
en metanol como única fuente de carbono la cual evita la contaminación por otros 
microorganismos en cultivos de alta densidad [41]. Por otro, lado la capacidad 
glicosilación en esta especie es mucho menos extensiva, debido a que es capaz de 
polimerizar cadenas mucho más cortas de oligosacáridos. Esta levadura puede 
incorporar hasta 20 residuos de manosa, mientras que S. cerevisiae agrega hasta 
150. Por otro lado P. pastoris carece de la enzima 1,3 manosil transferasa, que 
incorpora residuos terminales de manosa (unidos mediante enlaces -1,3) que 
pueden causar una respuesta una antigénica severa [69]. Para solucionar estas 
diferencias, ya se han desarrollado cepas modificadas capaces de realizar patrones 
de glicosilación similares a las células animales, obteniendo proteínas totalmente 
funcionales [70]. Como desventaja se puede mencionar que esta especie carece de 
chaperonas que en muchos casos son necesarias para lograr el correcto 
plegamiento de proteínas complejas. Este conjunto de cualidades ha permitido 
manufacturar muchos productos de gran importancia comercializados en el mercado 
mundial, tales como como la vacuna de la hepatitis B o albúmina sérica humana, a 
partir de cultivos de P. pastoris [71]. 
 
 
Hongos filamentosos 
  
Los hongos filamentosos, como Aspergillus niger, también resultan 
huéspedes atractivos debido a su habilidad de secretar grandes cantidades de 
proteínas [41]. Las fermentaciones a gran escala de hongos filamentosos han sido 
realizadas desde la primera mitad del siglo XX, mayormente para la producción de 
antibióticos. En particular, especies como A. niger son considerada GRAS y 
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utilizadas industrialmente para la producción de muchas sustancias como ácido 
cítrico y ácido glucónico además de enzimas recombinantes [72]. 
Aunque muchas cepas mejoradas de hongos han sido obtenidas mediante 
técnicas clásicas como la exposición a agentes mutagénicos y posterior selección, 
actualmente se encuentran disponibles las secuencias de los genomas de varias 
especies, facilitando la posibilidad de utilizar otro tipo de herramientas para realizar 
ingeniería genética [73-75]. Mediante integraciones en el cromosoma, a través de 
plásmidos que son incorporados como repeticiones en tándem, se han logrado 
obtener cepas estables que contienen hasta 100 copias de los genes a expresar 
[76].  
En la actualidad, todo tipo de proteínas son obtenidas y secretadas a partir 
hongos filamentosos reportando en algunos casos rendimientos superiores a los 30 
g/L. Entre los ejemplos más comunes se pueden encontrar casos de gran interés 
industrial como la quimosina, lactoferrina humana, anticuerpos, proteasas alcalinas y 
amilasas [73, 77, 78]. Una gran ventaja que presenta este sistema de expresión es 
la enorme flexibilidad nutricional y facilidad con la que pueden ser cultivados en todo 
tipo de medios, desde líquidos hasta sólidos, utilizando desechos industriales como 
sustrato [79-81]. Al igual que las levaduras, las proteínas producidas por los hongos, 
son glicosiladas eficientemente incorporando residuos de manosa en las cadenas de 
oligosacáridos. Sin embargo a diferencia S. cerevisiae no se observa la hiper 
glicosilación de residuos que puede tener como consecuencia la pérdida de 
actividad o estabilidad. Por otro lado, con el fin de obtener proteínas con fines 
farmacéuticos, ya se han desarrollado cepas que expresan glicosil transferasas 
capaces de realizar modificaciones similares a las células de mamíferos [82, 83].   
Como desventaja acerca de la utilización de este microorganismo, se puede 
mencionar que aunque son capaces de secretar enormes cantidades de proteínas 
homólogas, la eficiencia puede verse seriamente afectada al momento de utilizarlo 
para la producción de proteínas heterólogas. Esta diferencia se debe puede deberse 
mayormente a la producción de proteasas, procesamiento incorrecto o inestabilidad 
de ARN mensajero de genes exógenos [84].  
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Células de mamíferos 
  
 Los sistemas de expresión de células de mamíferos son utilizados para la 
producción de proteínas que requieren modificaciones post traduccionales 
específicas. El uso de células de mamíferos, concretamente de células de ovario de 
hámster chino (CHO), comenzó en los primeros tiempos de la biofarmacéutica en la 
década del 80. En esta época, existió la necesidad de obtener productos glicosilados 
como eritropoyetina y activador tisular de plasminógeno los cuales no podían ser 
producidos en los hospedadores más comunes como E. coli. Desde entonces, las 
células CHO se han constituido como los sistemas preferidos para la producción de 
anticuerpos monoclonales y otras proteínas recombinantes complejas [41]. 
Posteriormente también se desarrollaron otro tipos de células como las de mieloma 
de ratón (NS0), riñón de hámster o simio (BHK) para la producción de diversas 
vacunas como es el caso de la poliomelitis [44]. Las células de mamíferos son 
particularmente útiles no sólo para la obtención de productos glicosilados, sino 
también correctamente plegados; eliminando de esta manera la necesidad de 
renaturalizarlos en pasos posteriores. Por otro lado también son capaces de realizar 
diversas modificaciones post traduccionales como el agregado de cadenas de 
ácidos grasos y fosforilación residuos hidroxilos de tirosina, treonina y serina.  
Entre las desventajas más importantes que presentan estos sistemas se 
puede mencionar la escasa capacidad de secreción y productividad. En los primeros 
años, la productividad en líneas celulares estables derivadas de las CHO era de 10 
pg/célula.día, con títulos de 50 mg/L, en procesos que duraban hasta una semana. 
Sin embargo para la última década estos números han mejorado consistentemente a 
valores de 90 pg/célula.día logrando rendimientos de 5 g/L en procesos extendidos 
de varias semanas de duración [85]. Este sustancial aumento es resultado de 
muchos años de investigación en el que se ha conseguido un mejor entendimiento 
de los procesos de expresión de genes, apoptosis, metabolismo y crecimiento 
celular. En este sentido, se han desarrollado líneas celulares con mayor viabilidad y 
altas productividades específicas así como medios de cultivos que facilitan cultivos 
de altas densidades celulares permitiendo lograr rendimientos más que 
satisfactorios, haciendo que en la actualidad la recuperación y purificación se 
conviertan en los nuevos desafíos [86]. 
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Por otro lado, un inconveniente de este sistema de expresión suele ser que 
las células animales requieren hormonas y factores de crecimiento los cuales 
encarecen significativamente los medios de cultivo. Inicialmente, para cubrir estas 
necesidades nutricionales, los mismos se encontraban suplementados con suero 
bovino. Sin embargo ante la posible contaminación del producto final con virus o 
priones muy difíciles de eliminar, se han desarrollado medios ricos libres de suero. 
Los mismos contienen hidrolizados proteicos, de plantas o animales, y son 
suplementados con diferentes factores al momento de ser utilizados para la 
producción a gran escala [87, 88]. 
Durante el escalado de los procesos productivos, la fragilidad que presentan 
las células animales puede resultar una de las cuestiones más importantes a tener 
en cuenta. Tanto la agitación como la aireación son los aspectos más críticos y los 
que presentan las mayores dificultades. En este sentido, hay un gran trabajo 
realizado en el campo del diseño de biorreactores contemplando factores como la 
velocidad y fuerza de corte de la hélice para evitar problemas asociados al daño 
celular, así como la transferencia de masa en la superficie gas-líquido [89, 90].  
Desafortunadamente, la obtención de líneas celulares recombinantes estables 
todavía es una tarea que requiere mucho tiempo y esfuerzo. Los caminos 
tradicionales para modificar genéticamente células de mamíferos, están basados en 
la sobreexpresión de genes endógenos cuyos niveles normales son muy bajos. Los 
métodos de ingeniería más comunes consisten en obtener un ADN copia del gen 
que va a ser expresado y clonarlo en vectores virales los cuales son transfectados 
para generar líneas celulares recombinantes. Este procedimiento no se encuentra 
restringido sólo a genes endógenos, sino también es factible para la sobreexpresión 
de genes heterólogos [91]. Una vez en transfectados, ocurre una integración al azar 
de estos vectores en el genoma, la cual es promovida por la presión de selección o 
utilizando alguna auxotrofía.  
Más allá de que las modificaciones mediante el uso de vectores virales 
faciliten una forma sencilla de realizar integraciones, tiene como desventaja que las 
mismas no son dirigidas específicamente a un sitio del genoma de las células. El 
lugar de integración puede tener una gran influencia en los niveles de transcripción 
del gen recombinante [92]. Una integración en la heterocromatina puede hacer que 
el gen tenga muy poco o nada de transcripción, mientras que si este evento ocurre 
en la eucromatina activa generalmente la expresión se ve favorecida. Una de las 
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maneras para evitar los efectos de posición podría ser posible mediante una 
integración en regiones específicas a través de recombinación homóloga, sin 
embargo este fenómeno rara vez ocurre espontáneamente entre el ADN plasmídico 
y el genómico [93]. Como posible solución se ha descripto el uso de integrasas o 
recombinasas de fagos para aumentar las posibilidades de integraciones sitio 
específicas entre los distintos ADN [94] Por otro lado en los últimos años se ha 
desarrollado una nueva tecnología denominada CRISPR/cas9 para editar 
precisamente genomas y desde el año 2014 se ha utilizado exitosamente con fines 
biotecnológicos para modificar células de CHO [95]. Este sistema se basa en el uso 
de una endonucleasa (Cas9) capaz de clivar el ADN en sitios específicos cuando es 
guiada por pequeñas moléculas de ARN. Luego mediante mecanismos de 
reparación celular o recombinación homóloga son introducidas las mutaciones 
deseadas [96]. 
Por último cabe mencionar que los tiempos necesarios para desarrollar una 
línea celular estable, así como el proceso de manufactura del producto deseado, 
suele demorar años y requerir inversiones de varios millones de dólares. Además, 
aunque no sólo ocurre para las proteínas obtenidas a partir de células de mamíferos, 
el proceso de introducción de un biofarmacéutico al mercado suele ser muy tedioso. 
debido a la gran cantidad de pruebas necesarias para obtener una aprobación de los 
organismos reguladores [97]. Sin embargo, más allá de estas complicaciones desde 
la primera aprobación hasta el año 2011, se han aprobado más de 96 proteínas 
recombinantes de uso terapéutico producidas en sistemas de células de mamíferos 
produciendo ganancias que superan los 100 billones de dólares  [98]. 
 
Ventajas de C. glutamicum para la producción de compuestos de interés 
industrial 
 
 C. glutamicum exhibe numerosas propiedades y atributos intrínsecos, para la 
producción de metabolitos primarios y secundarios, los cuales pueden resultar 
determinantes al momento de desarrollar procesos de manufactura económicamente 
viables [2].  
Entre las cualidades más importantes se puede mencionar que tiene una 
buena aceptación pública y regulatoria, ya que se encuentra aprobado por la FDA, 
siendo considerado como GRAS [15, 99]. Por otro lado, también cumple con una de 
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las características más buscadas en un proceso industrial como es la 
reproducibilidad y estabilidad de las cepas productoras. En este sentido C. 
glutamicum es un candidato más que atractivo debido a la ausencia de un sistema 
de reparación por recombinación y a la presencia de un sistema de modificación por 
restricción limitado [100, 101]. A raíz de esto, se destaca otra propiedad importante 
en esta especie, como ser la facilidad de realizar manipulaciones genéticas para 
desarrollar cepas que expresen proteínas heterólogas. Para ello se encuentran 
disponibles una gran variedad herramientas entre las que se incluyen tanto 
plásmidos estables, integrativos y replicativos, como promotores bien caracterizados 
los cuales pueden ser regulables o constitutivos según sea necesario [102-105].  
Entre los atributos para los procesos industriales, se destacan la presencia de 
una pared celular robusta, la cual confiere resistencia a la fuerza de corte generadas 
por las paletas de los biorreactores y una gran versatilidad para utilizar como fuente 
de carbono concomitantemente diferentes hexosas y pentosas, así como materias 
primas de desecho [36, 99, 106, 107]. En condiciones aerobias C. glutamicum es 
capaz de lograr densidades celulares relativamente altas (65 gPS/L) tanto en medios 
sencillos mínimos como semi definidos [108]. Por otro lado debido a sus 
características como anaerobio facultativo, también resulta posible conducir las 
fermentaciones en condiciones de privación de oxigeno, reduciendo de esta manera 
el calor producido durante el metabolismo y por lo tanto los costos debido al 
consumo de energía requerido sistemas de enfriamiento [35, 108, 109]  
Entre las características más sobresalientes para el desarrollo de procesos de 
producción de proteínas recombinantes se pueden mencionar que es una especie 
Gram positiva y por lo tanto no posee endotoxinas [5]. Además C. glutamicum 
presenta mecanismos eficientes de secreción de proteínas (Sec y Tat), secreta una 
pequeña cantidad de proteínas endógenas y no tiene actividad proteasa de amplio 
espectro en el sobrenadante simplificando de esta manera los procesos purificación 
[110-112]. Por último a diferencia de otros Gram positivos como B. subtilis, es capaz 
de realizar glicosilaciones, lo cual permite considerar a esta especie al momento de 
producir proteínas que requieran modificaciones post traduccionales [113]. 
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Producción de enzimas recombinantes en C. glutamicum 
 
 Aunque los microorganismos favoritos para la obtención de enzimas 
recombinantes son mayormente E. coli, B. subtilis, P. pastoris y hongos, la 
producción de proteínas en C. glutamicum ya fue reportada desde hace más de dos 
décadas. Esto ha dado un indicio de que esta especie también podría resultar 
atractiva como productora de enzimas recombinantes a escalas industriales [114].  
 C. glutamicum presenta muchas características que lo hacen un 
microorganismo más que interesante para el desarrollo de procesos de manufactura 
de enzimas recombinantes. Además de proporcionar una plataforma tecnológica 
flexible para la producción de diversos compuestos, como fue mencionado 
previamente, brinda la posibilidad de secretar proteínas de forma eficiente mediante 
diferentes vías y carece de actividad proteasa extracelular. Sin embargo, a pesar de 
poseer estas importantes ventajas para el desarrollo de un sistema de expresión 
eficiente y económico, sólo en muy pocos casos se obtuvo una productividad lo 
suficientemente alta como para que el escalado del proceso sea económicamente 
viable para la producción industrial [115, 116]. Es por ello, que todavía hay mucho 
trabajo por realizar con el fin de optimizar rendimientos en los procesos de 
producción de proteínas recombinantes en C. glutamicum.  
 Como se puede observar en la Tabla 1, la enzima GFP es la que presentó 
los valores más altos de productividad entre los ejemplos de proteínas 
recombinantes secretadas en esta especie. Sin embargo, de todos los casos 
descriptos sólo la producción de transglutaminasa derivó en un proceso productivo 
que actualmente es explotado a nivel industrial [117]. 
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Tabla 1 
 
Cepa Enzima Origen Rendimiento Via de 
secreción 
Referencia 
C. glutamicum R GFP Aequorea victoria 2.8 g/L Tat [118] 
C. glutamicum ATCC 13032 Camelid antibody 
fragment (VHH) 
Synthetic 1.57 g/L Sec [119] 
C. glutamicum ATCC 13869 Glutaminasa Chryseobacterium 
proteolyticum 
1.2 g/L Tat [120] 
C. glutamicum ATCC 13032 Endoxylanase Streptomyces coelicolor 1.070 g/L Sec [119] 
C. glutamicum ATCC 13869 Transglutaminasa Streptomyces 
mobarensis 
881 mg/L Sec [116] 
C. glutamicum ATCC 13032 -amylase Streptococcus bovis 782.6 mg/L Sec [119] 
C. glutamicum ATCC 13869 Glutaminasa Chryseobacterium 
proteolyticum 
183 mg/L Tat [121] 
C. glutamicum ATCC 13869 Celulasa Streptomyces halstedii 5 units/mL Sec [122] 
C. glutamicum ATCC 13869 Xilanasa Streptomyces halstedii 20 units/mL Sec [122] 
C. glutamicum ATCC 13869 Factor de crecimiento 
epidérmico 
Humano 156 mg/L Sec [110] 
C. glutamicum ATCC 13059 Proteasa Dichelobacter nodosus 2.5 mg/mL Sec [123] 
C. glutamicum ATCC 13059 Subtilisina Bacillus subtilis 0.5 mg/mL Sec [123] 
C. glutamicum ATCC 13059 Nucleasa Staphylococcus aureus 20 mg/L Sec [124] 
C. glutamicum ATCC 13032 -amilasa Streptococcus bovis 0.6 units/mL Sec [125] 
C. glutamicum ATCC 13032 GFP Aequorea victoria NQ Tat [126] 
C. glutamicum ATCC 17965 Antigeno 85A Mycobacterium 
tuberculosis 
NQ Sec [127] 
C. glutamicum ATCC 21798 Endoglucanasa Cellulomonas fimi 35 units/mL Sec [114] 
C. glutamicum ATCC 21798 Exdoglucanasa Cellulomonas fimi 0.3 units/mg Sec [114] 
C. glutamicum ATCC 21798 X22 xilanasa Aspergillus nidulans 6 units/mL Sec [128] 
C. glutamicum ATCC 21798 Endo-1,4 b-xilanasa Streptomyces halstedii 22 units/mL Sec [129] 
C. glutamicum ATCC 21798 -amilasa Streptomyces griseus NQ Sec [130] 
C. glutamicum R -amilasa Geobacillus 
stearothermophilus 
0.3 units/mL Tat [131] 
C. glutamicum R -amilasa Geobacillus 
stearothermophilus 
0.1 units/mL Sec [131] 
 
Tabla 1. Ejemplos de proteínas recombinantes producidas en C. glutamicum [2]. 
 
Biología sintética  
 
Desde hace varios años, nuevos desarrollos tecnológicos han permitido que 
el ADN pueda ser sintetizado en forma eficiente y económica. Por otra parte, las 
secuencias de ADN pueden obtenerse más fácilmente en forma digital que en forma 
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física ya que las mismas se encuentran disponibles en diversas bases de datos. 
Debido a estos adelantos tecnológicos, el uso de ADN sintético se ha expandido 
rápidamente en los últimos años para constituirse en el pilar fundamental de una 
nueva disciplina denominada “biología sintética” [132, 133].  
La biología sintética es una disciplina emergente que tiene como objetivo 
crear organismos nuevos con circuitos genéticos de diseño. Generalmente, dichos 
circuitos están construidos a partir de “partes biológicas estándares” conocidos como 
Biobricks, las cuales en la mayoría de los casos provienen de la naturaleza. La 
facilidad de acceso a las secuencias así como la posibilidad de realizar síntesis 
personalizada, ha dado lugar a un aumento significativo de la disponibilidad de 
Biobricks así como de sus variantes no naturales [134]. Por otra parte, las 
tecnologías de síntesis de ADN actuales han permitido construir bibliotecas de 
diversas partes biológicas como promotores, operadores, sitios de unión a 
ribosomas (RBS) y marcos abiertos de lectura (ORF). Los mismos pueden ser  
ensamblados en circuitos genéticos, vías metabólicas o genomas completos 
agilizando de esta manera la obtención de combinaciones en la búsqueda de 
posibles nuevas funciones (Figura 4) [135]. En este sentido, la biología sintética 
contribuye fuertemente al avance de la ingeniería metabólica reduciendo los tiempos 
de desarrollo de organismos genéticamente modificados como resultado de la 
utilización de Biobricks con respuestas predecibles. De esta manera, el progreso 
realizado en este campo permite no sólo el diseño y la obtención de organismos 
capaces de producir novedosos compuestos sino también la optimización de los 
rendimientos de producción existentes, generando como consecuencia una 
disminución en los costos de procesos industriales [136, 137]. 
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Figura 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Esquema representativo de las múltiples combinaciones posibles resultantes de 
combinar bibliotecas de Biobricks [135]. 
 
Biología sintética en C. glutamicum 
 
Más allá de que exista una larga historia en la producción de compuestos en 
C. glutamicum, la mayoría de los cepas modificadas de fueron obtenidas durante 
muchos años mediante métodos clásicos realizando múltiples rondas de 
mutagénesis al azar y selección [138]. El desarrollo de herramientas de biología 
sintética para la modificación de esta especie fue realizado en su mayoría en los 
últimos cinco años [139].  
La capacidad de modular la expresión génica resulta una herramienta 
importante para producir proteínas recombinantes. Para ello, varios autores 
trabajaron en la obtención de bibliotecas de promotores sintéticos para C. 
glutamicum. Los promotores obtenidos, tanto constitutivos como inducibles, 
presentaron un amplio rango actividades para la expresión del gen reportero de la -
galactosidasa. Para la construcción de los promotores constitutivos, se basaron en 
secuencias -10 consenso encontradas frecuentemente en C. glutamicum y  en 
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regiones -35 consenso de promotores de E. coli. Los promotores inducibles fueron 
sintetizados utilizando como base las regiones -10 y -35 de promotor lac de E. coli. A 
partir de los mismos se modificaron al azar bases tanto en la región espaciadora 
entre el -10 y -35 como por fuera de la misma [140]. Con el mismo objetivo, otro 
grupo también obtuvo una biblioteca de promotores sintéticos para esta especie pero 
con un concepto distinto. En este caso se modificaron aleatoriamente las 70 bases 
anteriores al sitio de inicio de la traducción del gen reportero, en este caso la 
proteína fluorescente verde GFP, sin incluir el sitio de unión a ribosomas. De todas 
las combinaciones obtenidas, los seis promotores con mayor fuerza fueron 
seleccionados para la expresión de proteínas de interés industrial tales como 
xilanasa y fragmentos de anticuerpos [141].  
  
Desgomado enzimático de aceites  
 
Los aceites vegetales crudos, obtenidos por prensado o extracción con 
solventes son una mezcla compleja compuesta por triacilgliceroles, fosfolípidos, 
esteroles, tocoferoles, ácidos grasos libres, trazas metálicas y otros compuestos 
menores. Los aceites vegetales deben ser refinados para ser aptos para el consumo 
en alimentos o para aplicaciones tales como la generación de biodiesel. Para ello, 
deben removerse los fosfolípidos, los ácidos grasos libres y las trazas metálicas.  
El contenido de fosfolípidos en aceite se mide como “contenido de fosfato” (P) 
y se expresa en ppm. El objetivo del refinamiento es la obtención de un aceite con 
menos de 5 ppm de P, siendo que los contenidos iniciales en aceites crudos son de 
400-1200 ppm para el aceite de soja y 300-700 ppm para el de girasol.  
De la totalidad de los diferentes fosfolípidos presentes en el aceite crudo de 
soja la fosfatidilcolina (PC) tiene la fracción mayoritaria representando un 47%. 
Luego el resto de la mezcla está formado por fosfatidilinositol (PI), 
fosfatidiletanolamina (PE) y ácido fosfatídico (PA) los cuales representan un 24%, 
20% y 9% respectivamente. Los fosfolípidos con grupos funcionales como la colina y 
etanolamina tienen la mayor afinidad por el agua, mientas que el inositol, el ácido 
fosfatídico y las sales del mismo (Ca, Mg y Fe) tienen menor afinidad por el agua y 
son conocidos como fosfolípidos no hidratables o NHFs. La hidratación de los 
fosfolípidos produce la formación de una emulsión con aspecto de “gomas” que 
puede ser separada por centrifugación. Los fosfolípidos pueden ser parcialmente o 
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completamente removidos del aceite vegetal utilizando diferentes métodos tales 
como: desgomado por agua [142], tratamiento con ácido [143] o desgomado 
enzimático [144, 145].  
El desgomado por agua se aplica a los aceites crudos con alto contenido de 
fosfolípidos hidratables [142]. El aceite se mezcla con 1-5% de agua a 60-75ºC con 
agitación durante 15-60 minutos. Es un tratamiento suave que permite utilizar los 
fosfolípidos obtenidos como lecitinas que se destinan a múltiples usos, tanto 
alimenticios como industriales. El aceite resultante contiene aún alrededor de 200 
ppm de P, principalmente fosfolípidos no hidratables que deben removerse en 
operaciones subsecuentes. La desventaja de este proceso es que las gomas 
eliminadas “capturan” las moléculas de triacilgliceroles (TAGs), llegando a contener 
hasta un 20 % de aceite, que no puede separarse físicamente o ser recuperado de 
la emulsión representando una pérdida significativa del proceso. 
El desgomado ácido se aplica al aceite crudo o previamente desgomado con 
agua y logra la remoción total de los fosfolípidos [143]. El aceite se mezcla con ácido 
fosfórico o cítrico a 60-90ºC con agitación. El ácido reacciona con las sales de los 
NHFs aumentando así su naturaleza hidrofílica y por lo tanto mejorando su 
remoción. Al igual que en desgomado con agua hay una pérdida importante de 
aceite en la separación de las gomas. Las gomas obtenidas de este proceso ya no 
pueden usarse como lecitinas para alimentación, constituyendo un desecho 
problemático para los refinadores. Si bien este material puede tratarse y recuperar 
para usos no alimenticios o bien venderse como tal, la operación es siempre 
problemática porque el material se degrada rápidamente y no es posible almacenarlo 
por largo tiempo.  
El proceso de desgomado enzimático utiliza fosfolipasas para hidrolizar los 
fosfolípidos generando diacilglicéridos (DAGs) y productos solubles en agua 
facilitando de esta forma la remoción de los mismos con lavado [144, 145]. La 
utilización de este proceso supone un aumento en el rendimiento de la refinación 
(extra yield), no sólo por la eliminación de los fosfolípidos que capturan las moléculas 
de TAGs, sino también por la generación de los DAGs que son recuperados en la 
fase oleosa. El desgomado enzimático fue reportado por primera vez en 1990 con el 
nombre de proceso Enzymax [144, 146] y fue posteriormente explorado mediante el 
uso de fosfolipasas de diferentes orígenes. Hasta el momento solo cuatro enzimas 
se han utilizado a nivel industrial: PLA2 de páncreas porcino (EnzyMax®), PLA1 de 
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Fusarium oxysporum (Lecitase® Novo, de Novozymes) [147], PLA1 de 
Thermomyces lanuginosus/Fusrium oxysporum (Lecitase® Ultra de Novozymes) 
[148] y PLC aislada de una biblioteca ambiental (Purifine® de DSM) [149].  
Las fosfolipasas pueden clasificarse de acuerdo a la posición del sitio de 
hidrólisis de la molécula sobre la que actúan, como PLA1, PLA2, PLB, PLC o PLD. 
Las posiciones de los enlaces éster sobre los cuales actúan estas diferentes 
fosfolipasas se grafican en la Figura 5. La reacción enzimática cambia la naturaleza 
del fosfolípido, las fosfolipasas A (PLA) catalizan la remoción de un ácido graso 
generando un lisofosfolípido más soluble en agua que su precursor. Por otro lado, la 
fosfolipasa C (PLC) cataliza la hidrólisis del grupo fosfato de la fosfatidilcolina y 
fosfatidiletanolamina, generando diacilglicerol soluble en el aceite y los grupos 
fosfatos hidrosolubles [149]. 
 
Figura 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Esquema indicando las posiciones sobre las que actúan los distintos tipos de 
fosfolipasas: fosfolipasa A1 o A2 (PLA1, PLA2), fosfolipasa B (PLB) o fosfolipasa C (PLC). 
 
Se ha propuesto un método que utiliza una combinación de fosfolipasas, PLA 
y PLC para mejorar la cinética de la hidrólisis y lograr la remoción completa de los 
fosfolípidos. Sin embargo, ha sido difícil establecer las condiciones óptimas de 
reacción para ambas enzimas durante el proceso [150]. 
El desgomado enzimático no genera efluentes o sub-productos conflictivos. 
Tiene como ventaja la no utilización de ácidos, con la menor corrosión que ello 
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conlleva en los equipos y la generación de efluentes amigables con el medio 
ambiente. A diferencia de los otros procesos, hay una reducción en la cantidad de 
desecho acuoso generado. La mayor desventaja de este proceso es la necesidad de 
emplear grandes volúmenes para la llevar a cabo la reacción enzimática. Dado que 
la enzima funciona en emulsiones agua-aceite, se requieren enormes cantidades de 
energía para mantenerlas mediante agitación a temperaturas elevadas. Esto trae 
aparejado además que, la estabilidad de la enzima durante el proceso en las 
condiciones de pH, contenido de agua y temperatura a las cuales se lleva a cabo el 
proceso cobre enorme importancia.  
Las PLCs han sido aisladas de una gran variedad de especies como 
Streptomyces, Clostridium and Bacillus [151-153]. Particularmente PLC de Bacillus 
cereus (BC-PLC) ha recibido una atención considerable debido a su capacidad de 
hidrolizar eficientemente fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. Dicha especificidad 
hace que esta enzima sea un candidato atractivo para ser utilizado en el proceso de 
desgomado enzimático de aceites consumibles a escala industrial [154-156]. La 
producción de esta enzima ya ha sido reportada en diversos organismos como P. 
pastoris y B. subtilis, sin embargo los rendimientos obtenidos no fueron suficientes 
como para establecer un proceso económicamente viable [157, 158]. Por otro lado 
cuando E. coli fue utilizado como organismo productor, esta proteína fue obtenida en 
forma de cuerpos de inclusión; lo cual deriva también en un proceso costoso debido 
a los múltiples pasos de purificación y grandes volúmenes requeridos para replegar 
la misma [159]. Es por esto que resulta deseable el desarrollo de un organismo 
capaz de producir grandes cantidades de BC-PLC a partir de un proceso robusto y 
rentable. En función de esto último, la producción de esta enzima tan relevante para 
la industria aceitera en un organismo con los atributos para la producción de 
proteínas heterólogas como C. glutamicum, resulta una estrategia más que 
interesante la cual es abordada en esta tesis doctoral. 
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Objetivos generales: 
 El objetivo general de este proyecto es desarrollar mediante herramientas de 
biología sintética nuevas tecnologías que faciliten la producción de proteínas 
recombinantes en C. glutamicum.  
 
Objetivos específicos: 
 Diseñar y desarrollar un vector de expresión con formato estándar aplicando 
conceptos de biología sintética  
 Analizar en forma sistemática distintos elementos regulatorios involucrados en 
la biosíntesis de proteínas en C. glutamicum 
 Ensayar la influencia de elementos no relacionados con la regulación de la 
expresión génica 
 Analizar en forma sistemática distintas secuencias de secreción del sistema 
Tat reportadas para C. glutamicum  
 Utilizar la plataforma pTGR para sobreexpresar los componentes del sistema 
Tat  como múltiples unidades transcripcionales 
 Aplicar el desarrollo realizado con la plataforma pTGR para expresar y 
secretar una Fosfolipasa C de B. cereus (BC-PLC) 
 Realizar una caracterización funcional de la Fosfolipasa C recombinante 
producida en C. glutamicum 
 Desarrollar un proceso de producción de BC-PLC utilizando una estrategia de 
Fed-batch mediante cultivos de alta densidad 
 Ensayar la capacidad de la BC-PLC recombinante para el desgomado 
enzimático en experimentos a escala de laboratorio  
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Cepas 
 
 La cepa de C. glutamicum utilizada en todo el trabajo fue la ATCC 13869 
[160]. La cepa de E. coli utilizada para realizar los clonados fue DH5 (supE44 
DlacU169 (f80 lacZDM15) hsdR17 recA1 gyrA96 thi-1 relA1 supE44, hsdS20(rB- 
mB-), recA13, ara-14, proA2, lacY1, galK2, rpsL20, xyl-5, mtl-1, leuB6, thi-1) [161].  
 
Medios de cultivos 
 
 Los medios de utilizados para realizar cultivos en batch fueron para E. coli 
Luria Bertani (LB) el cual contiene 10,0 g/l de triptona, 5,0 g/l de extracto de levadura 
y 5,0 g/l  de NaCl y para C. glutamicum infusión cerebro corazón con sorbitol (BHIS) 
el cual contiene 7,7 g/l de infusión de cerebro de vaca; 9,8 g/l de infusión de corazón 
de vaca 10 g/l de peptona; 2 g/l de D-glucosa; 5 g/l NaCl 5,0  2,5 g/l de Na2H(PO4) y 
90 g/l de sorbitol. El medio semi-definido utilizado en los cultivos de alta densidad 
consistió en 9 g of K2HPO4, 4 g of KH2PO4, 2 g of urea, 10 g of (NH4)2SO4, 2 g de 
extracto de levadura, 2 g of MgSO4, 200 μg of biotina, 5 mg of tiamina, 10 mg of 
FeSO4, 1 mg of MnSO4, 1 mg of ZnSO4, 200 μg of CuSO4 y 10 mg of CaCl2 por litro, 
suplementado con 10 g of glucosa. La concentración de Kanamicina fue de 50 
μg/mL para E. coli y 25 μg/mL para C. glutamicum. 
 
Genes sintéticos 
 
Todos los genes utilizados en este trabajo fueron sintetizados por Genescript 
(NJ, USA).  
 
Determinación del crecimiento microbiano 
 
El crecimiento microbiano fue determinado midiendo densidad óptica de los 
cultivos a 600 nm en un espectrofotómetro NovaspecIII de General Electric. Para 
determinar el peso seco se centrifugó 1 mL de cultivo a 13000 rpm durante 15 min, 
se lavaron las células sedimentadas con agua destilada y luego se secaron durante 
12 h a 105ºC antes de pesarse. Se determinó que 1 unidad de DO600nm era 
equivalente a 0,2 gPS/L. 
Materiales y métodos 
 
31 
 
Transformación de C. glutamicum 
 
 La transformación de esta especie se realizó mediante electroporación. Para 
ello se agregó 1ul del plásmido a 50 ul de células competentes en cubetas de 2mm 
de ancho en frío. Luego se realizó el shock eléctrico a 25 μF, 200 ohms y 2,5 kV y se 
resuspendió inmediatamente en medio BHIS precalentado a 46°C. Se incubó 
durante 6 minutos y luego se dejó recuperar 1 hora a 200 RPM a 30°C en agitación. 
Finalmente se plaqueó 100ul en BHIS agar 2% con el antibiótico correspondiente. 
Las placas se dejaron también a 30°C; generalmente en 48s aparecen las primeras 
transformantes.  
 
Transformación de células competentes de E. coli 
 
Células competentes de E. coli fueron transformadas con ADN plasmídico 
usando el procedimiento de cloruro de calcio descripto por Sambrook y 
colaboradores [162]. 
 
Geles de poliacrilamida 
 
La electroforesis de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida 
monodimensionales utilizando equipos Miniprotean III (Bio-Rad). En todos los casos, 
la relación acrilamida: bisacrilamida utilizada en la preparación de los geles fue de 
30:0,8. Las corridas electroforéticas fueron realizadas con una intensidad de 
corriente constante de 30 mA. Luego de la electroforesis, las proteínas fueron fijadas 
sumergiendo los geles en una solución de 10% (v/v) ácido acético durante 5 min y 
teñidas utilizando una solución de 1% (p/v) Azul de Coomassie R250 en etanol:ácido 
acético:agua (50:10:40). Las muestras proteicas fueron incubados en baño de 
ebullición, a 100ºC o a 37ºC durante 10 min en una solución de desnaturalización 
conteniendo 2% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 0,1% (v/v) -mercaptoetanol, 0,5 
mg/mL de azul de bromofenol, y posteriormente sembrados en los geles. 
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Electroforesis de ácidos nucléicos 
 
Las electroforesis de ADN en geles de agarosa se llevaron a cabo en 
sistemas de tipo submarino. La concentración de agarosa utilizada varió entre 0,7 y 
2% (p/v) según el tamaño de los fragmentos analizados. Los geles fueron 
preparados en solución TAE (40 mM Tris-Ac pH=8, 1 mM EDTA) y luego fueron 
teñidos con de bromuro de etidio. Las corridas electroforéticas se realizaron en la 
misma solución, a un voltaje constante entre 1 y 5 V por cm de gel. Para la 
visualización del ADN se utilizó un transiluminador de luz UV (255 nm) Vilver 
Lourmat. Las muestras de ADN se sembraron utilizando solución de siembra (azul 
de bromofenol 0,25%, xilene cyanol FF 0,25%, glicerol 30%) en una proporción 6:1. 
Los tamaños de los fragmentos se estimaron utilizando como marcador Ladder 1Kb 
de New England Biolabs. 
 
Digestión con endonucleasas de restricción 
 
La digestión de ADN plasmídico con diferentes endonucleasas de restricción 
se realizó de acuerdo a las condiciones de reacción aconsejadas por los 
proveedores de las mencionadas enzimas. En general se incubó la mezcla de ADN 
(1-5 μg) y 10 unidades de cada una de las endonucleasas de restricción, en 50 μL 
de una solución tampón adecuada durante 2-3 h a 37°C. 
 
Ligado de fragmentos de ADN 
 
Las reacciones de ligación de fragmentos de ADN se llevaron a cabo 
utilizando la enzima T4 ADN ligasa en un volumen de 20 μl según las indicaciones 
del fabricante. En general se agregaron entre 50 y 500 ng de cada fragmento de 
ADN purificado a ligar y 1 unidad de ligasa en el buffer adecuado. La reacción se 
incubó a 17°C durante por lo menos 4 h. 
 
Experimentos de expresión 
 
 Para determinar la expresión de proteínas recombinantes en C. glutamicum, 
primero se realizó una dilución 1/50 partiendo de un cultivo saturado crecido a 30°C, 
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luego a esta dilución se dejó crecer durante 4 h (hasta una densidad óptica a 600nm 
aproximada igual a 1) y finalmente cuando fue necesario se le agregó el inductor 
IPTG. 
 
Medida de fluorescencia y absorbancia de los cultivos 
 
 Para los ensayos in vivo de promotores y RBS, tanto la absorbancia a 600nm 
la fluorescencia de la eGFP a 509 nm fue medida con el lector de microplacas Biotek 
Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader. Para los ensayos in vivo de operones y 
múltiples unidades transcripcionales, la fluorescencia de eGFP y mCherry fue 
determinada con el espectro fluorómetro Agilent Technologies Variant Cary Eclipse 
con el fin de determinar el aporte individual de cada proteína. En este último caso, la 
densidad óptica fue determinada a 600nm utilizando el espectro NovaspecIII de 
General Electric. Los valores de fluorescencia de ambas proteínas, fueron 
normalizados dividiendo el valor medido (en unidades arbitrarias) por el brillo 
correspodiente a cada una (34 1/(mM.cm) para eGFP y 16 1/(mM.cm) para  
mCherry) [163]. 
 
Cuantificación de la intensidad de las bandas de geles de poliacrilamida 
 
La cuantificación densitométrica de los geles de poliacrilamida se realizó 
mediante el programa Gel pro analyzer 4.0 utilizando BSA como estándar. 
 
Secuenciación de ADN 
 
La secuenciación de las construcciones obtenidas fue realizada mediante el 
servicio de Macrogen (Korea).  
 
Preparación plasmídica 
Los plásmidos fueron extraídos de cultivos de E. coli mediante el kit de 
Axygen Biosciences Axy-PrepTM Plasmid Minipreps Kit. 
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Ensayo colorimétrico de actividad fosfolipasa 
 
 Para realizar este ensayo se utilizaron 10 l de diluciones de las 
preparaciones enzimáticas en 80 l de buffer Hepes 15mM, ZnSO4 1mM y 10% de 
glicerol. Luego se agregaron 10 l del sustrato cromogénico 4-nitrofenil fosforilcolina 
(PNOPC) 100mM y se dejó la reacción a 50°C durante 30 minutos. Finalmente se 
agregaron 700 l de Na2CO3 0,2M para cortar la reacción y se midió la absorbancia 
a 405nm.  
 
Ensayo colorimétrico para determinar los parámetros cinéticos de BC-PLC 
 
Para realizar este ensayo se utilizaron 10 l de diluciones de las 
preparaciones enzimáticas en el mismo buffer que el apartado anterior pero se 
agregaron 10 l  de PNOPC 10mM y se dejó la reacción a 50°C durante 60 minutos. 
Las diferentes reacciones se realizaron en microplaca de 96 pocillos y la 
absorbancia a 405 nm fue medida con el lector de Biotek Synergy 2 Multi-Mode 
Microplate Reader. PLC de B. cereus de Sigma fue utilizada como estándar. A partir 
de estos datos se utilizó la ecuación de Michaelis-Menten (Ecuación 1) para 
determinar los valores de Km y Vmax (Ecuación 1). 
Ecuación 1  
Ecuación 1. Ecuación que ajusta la cinética de reacción de la BC-PLC. “y” es la medida de la 
absorbancia a 405nm en cada punto. “y°” es la ordenada al origen, “a” es Vmax/Km, “t” es el 
tiempo de reacción. 
 
Resonancia magnética nuclear de aceite crudo y tratado con PLC 
 
Para realizar una RMN de los fosfolípidos remanentes, primero es necesario 
hacer una extracción de los mismos. Para ello, tanto el aceite tratado como el sin 
tratar con BC-PLC fue emulsionado utilizando un homogenizador Ultra-Turrax T50 
Homogenizer (IKA) durante 1 minuto. Luego se pesaron 300 mg de aceite, se 
centrifugó 5 minutos a 13000 rpm y se descartó todo el aceite posible quedándose 
con el pellet. Luego se agregaron 900 l de detergente RMN (100 mM Tris-HCl pH 
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10.5, 50 mM EDTA, 2.5% sodium deoxycholate), se agitó a 1400 rpm por 1 hora. 
Posteriormente se centrifugó a 13000 rpm por 10 minutos y se removió la capa de 
aceite que se observa en la fase superior. Se tomaron 600 l de la fase acuosa 
inferior y se agregaron 500 l de hexano. Luego se volvió a centrifugar nuevamente 
a 13000 rpm durante 10 minutos. Finalmente se removió la fase orgánica superior, 
se tomaron 500 l de fase acuosa inferior y se agregaron 50 l de agua deuterada. 
El perfil de RMN de fosforo 31 fue realizado utilizando un resonador magnético 
Bruker 300 Ultrashield. Muestras de fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina, acido 
fosfatidico y fosfatidil inositol se utilizaron como estándares. 
 
Introducción de mutaciones utilizando la reacción en cadena de la polimerasa 
(crossover PCR)   
 
Para obtener la construcción del pTGR29 la PLC de B. cereus fue amplificada 
por PCR utilizando los cebadores PLCBCF y PLCBCR3 (Tabla 2) a partir de ADN 
genómico de B. cereus ATCC 14579 como molde. Las construcciones de los 
plásmidos pTGR28 y pTGR30 fueron obtenidas mediante crossover PCR.  
Para el pTGR28 se realizaron tres PCRs. La primera para amplificar la 
secuencia señal utilizando los cebadores PHODBSF y PHODZOEPLCPROR (Tabla 
2) a partir de ADN genómico de Bacillus subtilis JH642 como molde. La segunda 
PCR utilizando los cebadores PLCPROF y PLCBCR3 a partir de ADN genómico de 
B. cereus ATCC 14579 como molde. Finalmente una tercera reacción utilizando los 
cebadores CSPBF y PLCBCR3 a partir de las dos PCRs anteriores como molde. 
Para el pTGR30 también se realizaron tres PCRs. La primera para amplificar 
la secuencia señal utilizando los cebadores CSPBF y CSPBZOEPLCPROR (Tabla 2) 
a partir de ADN genómico de C. glutamicum como molde. La segunda PCR 
utilizando los cebadores PLCPROF y PLCBCR3 a partir de ADN genómico de B. 
cereus ATCC 14579 como molde. Finalmente una tercera reacción utilizando los 
cebadores PHODBSF y PLCBCR3 a partir de las dos PCRs anteriores como molde.  
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el siguiente medio de reacción 
para un volumen final de 50 μl: buffer 1X, MgCl2 2,5 mM, dNTPs 0,05 mM cada uno, 
oligonucleótidos 0,4 μM cada uno, 2,5 U de pfu polimerasa y se utilizó el 
termociclador My Cycler (BioRad, EEUU). Según se indique las reacciones de PCR 
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fueron realizadas a partir de una preparación de ADN genómico o plasmídico. Los 
programas de PCR se ajustaron a los siguientes pasos: primero 1 ciclo de 
desnaturalización durante 2 min a una temperatura de 98°C. Luego siguieron 30 
ciclos de desnaturalización durante 1 min a 98°C, hibridación durante 30 seg 
(realizadas a 4 grados menos que la temperatura de “melting” del cebador) y 
extensión a 72°C durante 1 min por cada kbp del fragmento a amplificar. Finalmente 
un paso de extensión de 10 min a 72°C. 
 
Purificación enzimática   
 La enzima BC-PLC fue recuperada por precipitación utilizando (NH4)2SO4. 
Para ello a 100 mL de sobrenadante de cultivo se le agregaron 37 g de (NH4)2SO4 y 
se incubó por 1 h a 4°C. Luego fue centrifugado a máxima velocidad y el pellet 
obtenido fue resuspendido en el mismo volumen y dializado en buffer conteniendo 
20 mM acetato de sodio a pH 6, 10% glicerol, 1 mM ZnSO4. La concentración de 
proteínas fue determinada por el método del acido bincinconínico utilizando BSA 
como estándar [164]. 
Ensayo de desgomado enzimático a escala de laboratorio  
 Los experimentos de desgomado enzimático fueron realizados utilizando 1 kg 
de aceite crudo de soja. Este fue incubado en un baño termostático con agitación 
continua durante el tiempo de la reacción. Inicialmente 5 mg de BC-PLC, pre tratada 
con 2 µg/mL de tripsina, es agregada en 30 mL de buffer citrato 50mM pH6 y 
mezclada con 1 kg de aceite crudo. Luego la mezcla es emulsionada utilizando un 
homogenizador Ultra-Turrax T50 y luego se mantuvo en agitación constante durante 
2 h a 50°C. Finalmente, para cortar la reacción, la enzima es inactivada por calor a 
85°C durante 10 minutos. 
Determinación del contenido de DAG  
 El contenido de diacilglicéridos (DAGs) fue determinado mediante el método 
recomendado por la Sociedad Americana de Químicos del Aceite (AOCS). Este 
método cuantifica mediante el uso de un cromatógrafo de alta presión (HPLC) 
Agillent LC1260 acoplado a un detector de dispersión de la luz (ELSD) SEDERE 
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model Sedex 75 utilizando 1,3 dipalmitina (Sigma) como estándar. 20 µl de la 
muestra o estándar son separados en una columna de sílica (Chromegasphere 
Silica, Adsorption Phase HPLC Columns, 60 Å, ES Industries) e incubados a 40°C. 
Luego utilizando una ganancia de 5 en el detector ELSD se cuantifican los DAGs 
presentes en la muestra 
Secuenciación Amino terminal  
 
Las muestras de proteínas (BC-PLC secretada antes y después del 
tratamiento con tripsina), fueron corridas en un gel de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes, transferidas a una membrana de PVDF (Amersham Hybond P) y 
teñidas con Rojo Ponceau (Sigma) 0,1%. Luego las bandas fueron cortadas y 
enviadas para secuenciar por el método de degradación de Edman en el Laboratorio 
Nacional de Investigación y Servicios en péptidos y proteínas. LANAIS PROEM, 
UBA. 
 
Ruptura celular por sonicación 
 
 Inicialmente se separaron por centrifugación las células del sobrenadantes de 
cultivo. Luego las células fueron resuspendidas en buffer 10 mM Tris/HCl pH 8.0, 25 
mM MgCl2, 200 mM NaCl y homogenizadas en hielo mediante el sonicador GEX 600 
Ultrasonic Processor durante 2 minutos. 
  
Cultivos de alta densidad de C. glutamicum 
 
Los inóculos de las fermentaciones se crecieron a 30°C y 200 RPM en 
erlenmeyers de 1 L conteniendo 100mL del medio semi definido y Kanamicina 
cuando fue necesario. Las fermentaciones en lote alimentado (Fed-batch) fueron 
hechas en un reactor de 2 L a escala de laboratorio (New Brunswick BioFlo 115, 
USA) conteniendo 1 L del mismo medio. La temperatura y agitación fueron 
mantenidas a 30°C y 1200 RPM respectivamente. El pH fue mantenido en 7 
mediante el agregado de  NH4OH 25% y el porcentaje de oxigeno disuelto fue del 
30% de la saturación de aire utilizando enriquecimiento con oxígeno puro cuando fue 
necesario. Luego de inocular el fermentador se inició una fase de Batch en la cual se 
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agregó glucosa a una concentración inicial de 10 g/L. Una vez que se agotó esta 
fuente de carbono se comenzó con la fase de alimentación (Fed-batch). La misma se 
realizó con una solución de glucosa 600 g/L, 2 g/L MgSO4.7H2O y 24 g/L de extracto 
de levadura, utilizando los flujos necesarios para mantener un crecimiento 
exponencial a una velocidad específica igual a la mitad de la máxima determinada 
en cada caso. La concentración de glucosa remanente se determinó mediante el kit 
de glicemia de Wiener Lab según las condiciones del fabricante. 
 
 
Tabla 2 
 
Cebador Secuencia 
PLCBCF 5´-GAGCATATGAAAAAGAAAGTACTTGC-3´ 
PLCBCR3 5´-GAGCCTAGGTTAACGATCTCCGTACG-3´ 
CSPBF  5´-TTTTTCATATGTTTAACAACCGTATC-3´ 
CSPBZOEPLCPROR 5´-GTCCCCCATCATTTTCATGAGCGAATGCTGGGATAGC-3´ 
PLCPROF 5´-CATGAAAATGATGGGGGACAGAG-3´ 
PHODBSF 5´-GAGCATATGGCATACGACAGTCG -3´ 
PHODZOEPLCPROR 5´-GTCCCCCATCATTTTCATGAGCATTTACTTCAAAGGCC-3´ 
 
Tabla 2. Lista de cebadores utilizados en este trabajo de tesis. 
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Resultados 
Diseño racional de un vector de expresión estándar para C. glutamicum. 
Diseño y construcción 
 
Un requisito fundamental para poder expresar en forma rápida genes 
individuales o de rutas biosintéticas es disponer de herramientas que permitan el 
clonado rápido de genes y su expresión regulada en respuesta a determinadas 
señales [165]. En la primera etapa de este proyecto, utilizando como base el vector 
de expresión pEC-XK99E [104], se  diseño y se encargó la síntesis de un vector 
replicativo en E. coli y C. glutamicum denominado pTGR. Como se puede observar 
en la Figura 6A cada una de las partes biológicas o Biobricks de este vector se 
encuentran flanqueadas por sitios de restricción únicos. Los sitios XbaI y NheI 
flanquean al promotor; NheI y NdeI al sitio de unión al ribosoma (RBS); NdeI y EcoRI 
o AvrII al gen de interés; EcoRI o AvrII y SpeI o KpnI al terminador transcripcional 
(TT); SpeI o KpnI y PstI al origen de replicación de la especie seleccionada (en este 
caso C. glutamicum); PstI y SphI al marcador de selección; SphI y BglII al origen de 
replicación en E. coli y BglII y BamHI o XbaI al regulador transcripcional. Los mismos 
estarán siempre ausentes en el resto de la secuencia, permitiendo de esta manera el 
rápido intercambio de las partes para su evaluación.  
Por otro lado, a partir esta plataforma también pueden ser obtenidas 
rápidamente construcciones que permitan la expresión de simultánea de varios 
genes en diversos formatos. Como se observa en la Figura 6B el vector pTGR 
permite la construcción de operones o de “clusters” con unidades transcripcionales 
individuales según sea necesario. Un operón puede ser fácilmente obtenido 
aprovechando los dos sitios ubicados luego de la secuencia codificante del gen de 
interés. Para ello, primero este debe ser clonado entre los sitios NdeI-EcoRI, luego 
realizar una escisión del fragmento NheI-AvrII y finalmente una ligación en el sitio 
AvrII de otro vector. Una digestión con NheI y AvrII genera extremos cohesivos 
compatibles, por lo tanto, una ligación en orientación correcta permite obtener un 
operón donde el sitio AvrII es restituido, de manera que puede utilizarse en forma 
recursiva para la inserción de genes adicionales. De la misma manera, pueden ser 
obtenidas construcciones conteniendo múltiples unidades transcripcionales. En este 
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caso mediante la escisión de un fragmento XbaI-SpeI que contiene una unidad 
transcripcional y posterior inserción en el sitio SpeI de otro vector. En aquellas 
construcciones que posean la orientación correcta el sitio SpeI es regenerado 
permitiendo la inserción de una nueva unidad. 
 
Figura 6 
A 
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B 
Múltiples unidades  
transcripcionales 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Operones 
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Figura 6. Representación esquemática del diseño del vector sintético pTGR (A). Tipos de 
construcciones que pueden obtenerse a partir del vector pTGR las cuales permiten la 
expresión simultánea de varios genes (B). La figura no se encuentra a escala. 
 
Validación experimental: 
Análisis sistemático de elementos regulatorios involucrados en la biosíntesis 
de proteínas en C. glutamicum 
 
Si bien en la bibliografía se ha reportado la caracterización de distintos 
elementos regulatorios involucrados en la síntesis de proteínas en C. glutamicum 
[166], los mismos no fueron evaluados y catalogados en forma sistemática de 
manera de obtener los mejores rendimientos en la expresión de proteínas 
heterólogas. Es por esto que en esta etapa inicial del trabajo se utilizó el vector 
sintético construido previamente para estudiar y clasificar distintos elementos 
regulatorios tales como promotores y sitios de unión a ribosomas. 
 
Ensayo in vivo de actividades promotores y RBSs 
 
 Uno de los objetivos considerados al diseñar el vector pTGR, fue su utilización 
para la rápida evaluación de elementos regulatorios de la expresión génica en C. 
glutamicum. De esta manera, al obtener una colección de elementos que permitan la 
expresión controlada de genes de interés, la ingeniería genética en esta especie 
resultaría mucho más ágil.  
 Para validar experimentalmente la plataforma desarrollada, fue construido el 
plásmido sintético pTGR1 el cual contiene el mini replicón del vector pGA1 de C. 
glutamicum [167], el origen de replicación ColE1 de E. coli [168], los terminadores 
transcripcionales rrnBT1 y rrnBT1 [169] , de la misma especie, dispuestos en tándem 
y el gen de la aminoglucósido fosfotransferasa aph(3')-IIa que confiere resistencia al 
antibiótico Kanamicina [170]. A continuación se clonó entre los sitios NdeI-EcoRI una 
versión sintética del gen que codifica la proteína fluorescente verde (eGFP) [171] 
para ser utilizada como reportero y se insertó entre los sitios NheI-NdeI el RBS del 
gen sod de C. glutamicum para obtener el vector pTGR2 (Tabla 3). A continuación, 
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fueron clonados en los sitios XbaI-NheI del pTGR2 tres fragmentos sintéticos de 
DNA que contienen las secuencias promotoras de los genes sod y cspB de C. 
glutamicum y el promotor híbrido tac de E. coli [172]  para obtener los vectores 
pTGR3, pTGR4 y pTGR5 (Tabla 3). Estos promotores fueron elegidos en base a su 
actividad en C. glutamicum, la cual fue reportada para la expresión de proteínas 
heterólogas en esta especie [173-175]. Por último fue insertado entre los sitios 
BamHI-BglII del plásmido que contiene el promotor tac, un casete sintético que 
contiene el represor lacIq de E. coli [176], con el fin de inducir la expresión mediante 
la presencia de la molécula de IPTG.  
La Figura 7 muestra la expresión del reportero eGFP bajo el control de los 
tres promotores seleccionados en C. glutamicum en función del tiempo. En los 
experimentos en donde la expresión del gen reportero se encontraba bajo el control 
de promotor tac, se agregó en los cultivos IPTG a una concentración de 0,5 mM. La 
expresión desde los promotores cspB y sod no requieren de la adición de un 
inductor exógeno ya que estos promotores dependen de la fase de crecimiento 
[177]. Como se puede observar en la figura, la máxima cantidad de expresión de 
eGFP por célula fue obtenida luego de 24 h, cuando los cultivos llegan a fase 
estacionaria. Además no fue detectada fluorescencia basal de eGFP en ausencia de 
promotores. Claramente los tres promotores elegidos para probar en la plataforma 
pTGR, mostraron diferentes niveles de expresión bajo las condiciones ensayadas: 
expresión alta (tac), expresión media (cspB) y expresión baja (sod). Esto demuestra 
que el vector pTGR puede servir para ensayar y evaluar rápidamente fuerza de 
promotores. 
 
Figura 7 
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Figura 7. Ensayo de actividad in vivo de promotores. Los gráficos representan la proporción 
de fluorescencia relativa de eGFP normalizada respecto a la densidad óptica medida a 600nm 
durante el crecimiento de C. glutamicum.  
 
 
Para evaluar actividades de distintos RBSs, las secuencias Shine-Dalgarno 
del pTGR5 fueron reemplazadas por las secuencias del gen lacZ de E. coli y cspB 
de C. glutamicum para crear los vectores pTGR6 y pTGR7 respectivamente (Tabla 
3). En todos los casos fue mantenida la distancia entre la secuencia Shine-Dalgarno 
y el codón de inicio ATG de los genes nativos. La misma es un factor crítico que 
puede afectar el proceso traducción [178-180]. Los plásmidos pTRG5, pTGR6 y 
pTGR7, los cuales contienen el gen de la eGFP bajo el control del promotor tac pero 
con diferentes RBSs (Figura 14), fueron transformados en C. glutamicum. La Figura 
8 muestra que la expresión de eGFP puede ser modulada cambiando este elemento 
regulador. El RBS sod demostró el nivel más alto de expresión de eGFP, el RBS 
lacZ demostró un nivel medio, mientras que el RBS cspB fue apenas superior que el 
control negativo. El resultado de este ensayo demuestra que el vector pTGR 
también sirve para ensayar y clasificar RBSs. 
 
 
Figura 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Ensayo de actividad in vivo de RBSs. Los gráficos representan la proporción de 
fluorescencia relativa de eGFP normalizada respecto a la densidad óptica medida a 600nm 
durante el crecimiento de C. glutamicum.  
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Ensayo in vivo de operones y unidades transcripcionales independientes en C. 
glutamicum 
 
 El sistema pTGR fue diseñado para facilitar construcciones que permitan la 
expresión de uno o varios genes. En este último caso, dos formatos diferentes son 
posibles, el ensamblado de operones o el de “clusters” conteniendo más de una 
unidad transcripcional. Con el objetivo de validar el sistema, inicialmente fue 
construido un operón con dos genes reporteros, uno que codifica para la eGFP y un 
segundo gen que codifica para la proteína fluorescente roja mCherry [181]. El 
operón fue ensamblado en dos pasos  de clonado para obtener el plásmido pTGR8 
(Tabla 3 y Figura 14). Primero, los marcos abiertos de lectura (ORFs) sintéticos que 
codifican ambas proteínas fluorescentes fueron insertados entre los sitios NdeI-
EcoRI del pTGR que contiene al promotor tac y al RBS sod. Luego, el fragmento 
NheI-AvrII que contiene la fusión <RBS sod – ORF eGFP> fue movilizado al sitio 
AvrII del plásmido que contenía a la mCherry. Como se puede observar en la Figura 
9, en ensayos de expresión in vivo del operón resultante se puede observar la co-
expresión de ambas proteínas fluorescentes desde el promotor tac. 
  
Figura 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Ensayo de actividad in vivo de operones. Los gráficos representan la proporción de 
fluorescencia relativa de eGFP y mCherry normalizada respecto a la densidad óptica medida a 
600nm durante el crecimiento de C. glutamicum.  
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Posteriormente, fue construido un “cluster” que contiene dos unidades 
transcripcionales independientes para validar el segundo tipo de ensamblado que 
permite este sistema. Este tipo de construcción también requiere dos pasos de 
clonado. Primero los ORF sintéticos que codifican las dos proteínas fluorescentes 
fueron insertados, como fue descripto previamente, en el vector pTGR conteniendo 
el promotor tac y el sod. Segundo, el fragmento XbaI-SpeI que contiene la fusión 
<promotor sod - RBS sod - mCherry - terminador transcripcional> fue movilizada al 
sitio SpeI del plásmido pTGR5 que contiene el gen eGFP bajo el control 
transcripcional del promotor tac y el RBS sod para obtener el vector pTGR9. Luego 
de la inducción con IPTG, se puede observar en la Figura 10 la expresión simultánea 
de ambas proteínas fluorescentes. 
  
Figura 10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Ensayo de actividad in vivo de unidades transcripcionales múltiples. Los gráficos 
representan la proporción de fluorescencia relativa de eGFP y mCherry normalizada respecto a 
la densidad óptica medida a 600nm durante el crecimiento de C. glutamicum.  
 
Experimentos adicionales fueron realizados con el objetivo de demostrar que 
el sistema del vector pTGR permite que las cantidades de ambas proteínas sean 
alteradas utilizando RBSs con distinta afinidad en el caso de operones o promotores 
con distinta fuerza en caso de unidades transcripcionales múltiples. Primero fue 
modificado el operón contenido en el vector pTGR8, reemplazando el RBS sod que 
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controla la traducción de mCherry por el RBS lacZ para obtener el plásmido pTGR10 
(Tabla 3 y Figura 14). De acuerdo a lo esperado, cuando se utiliza esta construcción 
la cantidad de mCherry fue menor que la obtenida cuando el RBS sod fue utilizado 
(Figura 11A). A continuación fue creado un nuevo plásmido llamado pTGR11 en el 
cual el RBS sod, que controla la traducción de eGFP, es también es reemplazado 
por el RBS lacZ quedando la expresión de ambos genes controlada por el mismo 
RBS. En este caso también fue observada una reducción en la fluorescencia relativa 
para los dos genes reporteros comparada a la que se obtuvo con el pTGR8 (Figura 
11A). Luego, se obtuvo un nuevo operón controlado por el promotor tac el cual fue 
clonado en un nuevo plásmido denominado pTGR12. En este vector el gen de la 
mCherry se encuentra bajo el RBS sod y el de la eGFP bajo RBS lacZ (Figura 14) 
invirtiendo la configuración obtenida en el pTGR10 y demostrando la versatilidad de 
este sistema para regular la expresión en sistemas de expresión que contienen más 
de un gen (Figura 11A). 
 Finalmente, fueron obtenidos dos “clusters” adicionales conteniendo dos 
unidades transcripcionales independientes con diferentes combinaciones de 
promotores para llevar a cabo expresión de eGFP y mCherry (plásmidos pTGR13-14 
y 15 en Tabla 3 y Figura 14). La Figura 11B muestra que la fluorescencia relativa de 
las dos proteínas puede ser alterada utilizando promotores con distinta fuerza, 
indicando que ésta estrategia también permite modular la expresión de varios genes 
simultáneamente desde este tipo de formato.  
Figura 11 
A 
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Figura 11. Ensayo de actividad in vivo de operones (A) y unidades transcripcionales (B). Los 
gráficos representan la proporción de fluorescencia relativa de eGFP y mCherry normalizada 
respecto a la densidad óptica medida a 600nm luego de 24hs de iniciado el cultivo C. 
glutamicum.  
 
Ensayos in vivo de actividad de un gen reportero variando elementos no 
relacionados con la regulación de la expresión génica.  
Variación de la concentración del inductor  
 
Con el fin de explorar alternativas adicionales para ajustar la expresión génica 
utilizando la plataforma pTGR, se ensayó inicialmente el nivel de expresión de eGFP 
bajo diferentes concentraciones de IPTG. Para ello se utilizó el pTGR5, presentado 
previamente, el cual expresa el gen de la eGFP bajo el promotor híbrido de E. coli 
tac y el RBS del gen sod de C. glutamicum.  
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 12 donde se puede 
observar, en ensayos de actividad in vivo del cultivos de C. glutamicum que 
expresan el gen reportero, que se obtuvo variación en los niveles de expresión en el 
intervalo entre 0,025 - 0,25 mM. El hecho de que no se observe ningún incremento 
adicional en los niveles de fluorescencia relativa por encima de 0,25 mM sugiere un 
efecto de saturación a dicha concentración de inductor. Estos resultados indican que 
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una nueva instancia de regulación se puede explotar cuando se utiliza el promotor 
tac para conducir la expresión de genes heterólogos con el sistema pTGR en C. 
glutamicum. 
 
Figura 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Ensayo de actividad in vivo de eGFP variando la concentración del inductor. Los 
gráficos representan la proporción de fluorescencia relativa de eGFP normalizada respecto a la 
la densidad óptica medida a 600nm durante el crecimiento de C. glutamicum.  
 
Intercambio de orígenes de replicación en C. glutamicum 
 
Además de las características ensayadas previamente, la variación de la 
dosis génica, podría representar una opción adicional para regular la expresión de 
proteínas en este microorganismo. Para probar la viabilidad de este enfoque 
utilizando la plataforma pTGR, se decidió intercambiar el origen de replicación del 
plásmido pTGR5 el cual tiene un número de copias medio (~30 por célula) dado por 
el replicón proveniente del plásmido endógeno pGA1 de C. glutamicum.  
Para cumplir este objetivo fueron diseñados y encargados para su síntesis 
Biobricks que contienen los orígenes de replicación de los vectores pCRY4 [182] y 
pNG2 [183, 184], los cuales tienen un bajo número de copias (~1-2 por célula). 
Luego ambas versiones fueron clonadas, entre los sitios KpnI y PstI del pTGR6, para 
dar lugar a los nuevos vectores pTGR16 y pTGR17 (Tabla 3). Finalmente se 
transformaron en C. glutamicum y se llevaron a cabo ensayos de actividad in vivo 
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para validar la hipótesis. En la Figura 13 se puede observar una disminución en los 
niveles de fluorescencia relativa para los plásmidos de menor número de copia, lo 
cual demuestra que esta estrategia puede ser adecuada también para regular 
finamente la expresión de genes heterólogos en esta especie.  
 
Figura 13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Ensayo de actividad in vivo de eGFP utilizando distintos orígenes de replicación. 
Los gráficos representan la proporción de fluorescencia relativa de eGFP sobre la densidad 
óptica medida a 600nm durante el crecimiento de C. glutamicum.  
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Tabla 3 
 
 
Plásmido Replicón Promotor  RBS Gen 
pTGR1 pGA1 - - - 
pTGR2 pGA1 - sod  eGFP 
pTGR3 pGA1 sod  sod  eGFP 
pTGR4 pGA1 cspB sod  eGFP 
pTGR5 pGA1 tac  sod  eGFP 
pTGR6 pGA1 tac  lacZ eGFP 
pTGR7 pGA1 tac  cspB  eGFP 
pTGR8 pGA1 tac  sod / sod mCherry / eGFP 
pTGR9 pGA1 tac / sod sod / sod eGFP / mCherry  
pTGR10 pGA1 tac  lacZ / sod  mCherry / eGFP 
pTGR11 pGA1 tac  lacZ / lacZ  mCherry / eGFP 
pTGR12 pGA1 tac  sod / lacZ  mCherry / eGFP 
pTGR13 pGA1 sod / tac sod / sod eGFP / mCherry  
pTGR14 pGA1 tac / cspB sod / sod eGFP / mCherry  
pTGR15 pGA1 cspB / tac sod / sod eGFP / mCherry  
pTGR16 pCRY4 tac sod eGFP 
pTGR17 pNG2 tac sod eGFP 
 
 
Tabla 3. Serie de plásmidos derivados del pTGR obtenidos en esta parte del trabajo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 1 
 
54 
 
Figura 14 
 
 
 
 
Figura 14. Representación esquemática de las construcciones obtenidas a partir de la 
plataforma pTGR. La figura no se encuentra a escala. 
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Discusión 
 
La construcción de cepas productoras de C. glutamicum fue en su mayoría 
realizada mediante ingeniería metabólica a partir del conocimiento obtenido de la 
elucidación de vías de síntesis [185]. Para ello a menudo se requiere un control 
simultáneo y equilibrado de varios genes implicados en una vía. Por lo tanto, es 
deseable una herramienta que incluya secuencias reguladoras que faciliten niveles 
predecibles de expresión génica. 
En la actualidad, sólo se encuentran disponibles un conjunto limitado de 
vectores de expresión bien caracterizados para C. glutamicum [104, 105]. El diseño 
de plataformas que permitan explorar el potencial de nuevos Biobricks para regular 
la expresión génica y ensamblar circuitos genéticos para la ingeniería metabólica, 
facilita la expansión de la capacidad de este microorganismo de interés 
biotecnológico como un productor de compuestos valiosos.  
La utilización de herramientas de biología sintética permite realizar una 
contribución significativa al avance de la ingeniería genética. Sin embargo, la 
mayoría de las herramientas de biología sintética han sido obtenidas para especies 
más comunes como E. coli. En este capítulo se desarrolló una plataforma que brinda 
la  posibilidad de realizar modificaciones genéticas en C. glutamicum de manera 
rápida y eficiente. Para tal fin fue diseñado un vector sintético denominado pTGR, en 
el cual todos sus componentes están flanqueados por sitios de restricción que no se 
encuentran repetidos en el resto de la secuencia. Hasta el momento, una 
herramienta con formato estándar que facilite el rápido intercambio de sus elementos 
genéticos, no se encuentra descripta para esta especie. 
Si se desea maximizar la producción de una proteína recombinante desde 
una vía metabólica, resulta imprescindible optimizar los niveles requeridos de las 
enzimas que la componen [186, 187]. Para alcanzar una regulación fina de la 
expresión génica, mediante la modulación de la transcripción o la traducción de los 
distintos componentes de la vía, resulta beneficioso disponer de una biblioteca de 
promotores o RBSs con diferentes fuerzas. En este sentido, la plataforma que 
provee el vector pTGR sirve como sistema de prueba estandarizado para evaluar la 
fuerza de promotores en C. glutamicum. Para validar esta aplicación, fueron 
clonados utilizando el formato estándar fragmentos sintéticos que contienen el 
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promotor tac de E. coli, los promotores cspB y sod de C. glutamicum y el gen de la 
proteína fluorescente verde como reportero para realizar en ensayos in vivo. Como 
resultado se obtuvieron tres niveles distintos de fluorescencia siendo al más alto el 
correspondiente al promotor tac, el más bajo para el sod y una señal media se 
obtuvo para el cspB. Este resultado no es sorpresivo ya que actualmente se 
encuentra reportado el uso de promotores de E. coli derivados del lac para 
sobreexpresar proteínas en C. glutamicum [104, 188, 189].  Además la  región -10 
del promotor tac es idéntica a la secuencia consenso encontrada frecuentemente 
entre los promotores de esta especie [177]. Por otro lado este promotor provee una 
instancia adicional en la regulación de la expresión mediante el agregado de 
diferentes concentraciones del inductor IPTG. Aunque en la actualidad ya se han 
descripto otros vectores que utilizan GFP como reportero para caracterizar 
promotores [190], ninguno tiene la versatilidad del pTGR para evaluar múltiples 
secuencias regulatorias.    
En el proceso de traducción el paso de unión del ribosoma al ARN mensajero 
es un paso limitante. Debido a que no existen estructuras secundarias entre el RBS 
y la secuencia codificante, está demostrado que el RBS puede ser utilizado como 
elemento regulatorio de la expresión ya que se encuentra involucrado en la iniciación 
de la traducción [191, 192]. Por otro lado, recientemente fue descripto un método 
que permite diseñar RBS artificiales expandiendo el potencial de estas secuencias 
para ser utilizadas en circuitos génicos [193]. En este sentido el vector pTGR 
también puede ser utilizado para probar el efector modulador de la expresión que 
tienen los RBS. Para validar esta aplicación se probaron las secuencias 
correspondientes a los genes lacZ de E. coli, cspB y sod de C. glutamicum utilizando 
GFP como reportero bajo el control del promotor tac. Los resultados también 
demostraron distintos niveles de fluorescencia en los ensayos in vivo, lo cual 
demuestra la versatilidad de esta plataforma como vector de prueba de elementos 
regulatorios. 
Por otra parte a partir del vector pTGR se pueden obtener rápidamente 
construcciones que permitan la expresión de simultánea de varios genes como 
operones o clústeres con varias unidades transcripcionales individuales según sea 
necesario. En este caso, es de esperar que los niveles de expresión mediados por 
los promotores y RBS observados en los experimentos individuales puedan anticipar 
el comportamiento de estas partes en un contexto más complejo como un operón. 
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Esto podría facilitar la clasificación de las partes regulatorias en la expresión de 
genes en una vía metabólica. Sin embargo los niveles de expresión de estas partes 
podrían ser dependientes del contexto. Por lo tanto, obtener el equilibrio óptimo para 
todas las enzimas de una vía, especialmente para las que tienen un número alto de 
genes, puede requerir varias pruebas para determinar las secuencias reguladoras 
adecuadas. Es más, en la mayoría de los casos los niveles óptimos de expresión de 
las enzimas de una vía determinada son desconocidos y resultan necesarias 
construcciones combinatorias que utilicen una variedad de secuencias regulatorias 
hasta encontrar la proporción correcta de cada componente [194-196]. Además, en 
muchos casos también resulta necesaria una separación temporal de la expresión 
de las enzimas de una vía debido al impacto que puede tener, la expresión de 
proteínas heterólogas, sobre el metabolismo de un organismo [197, 198]. Estas 
aplicaciones fueron demostradas mediante la expresión simultánea de las proteínas 
fluorescentes eGFP y mCherry desde distintas combinaciones de promotores y RBS 
en los diferentes formatos que el vector permite. Mediante ensayos de fluorescencia 
in vivo queda demostrada la capacidad que brinda la plataforma pTGR para modular 
finamente la expresión simultánea de proteínas en C. glutamicum. 
Por último la plataforma ofrece otra característica para obtener niveles 
adicionales de regulación como es la modulación de la dosis génica. Quedó 
demostrado que los niveles de expresión eGFP también pueden ser controlados 
utilizando distintos orígenes de replicación con diferente número de copias. 
 Recién en el año 2014 se desarrolló una herramienta similar, a partir de una 
versión modificada de los vectores sintéticos BglBrick diseñados para E. coli [199], 
capaz de replicar en C. glutamicum denominada CoryneBrick. A diferencia del pTGR 
este vector no tiene flanqueado todos sus partes con sitios únicos y dispone de 
cuatro sitios de restricción (EcoRI, BglII, BamHI y XhoI) para realizar ensamblado de 
sus ORFs. Esta plataforma fue utilizada para probar la fuerza de los promotores de 
E. coli pTrc y pLacUV5, mediante un trabajo similar al realizado en esta tesis, 
utilizando como reporteros genes de proteínas fluorescentes verdes y rojas (GFP y 
RFP) [200].  
 Como fue mencionado previamente, C. glutamicum presenta una variedad 
de características que lo transforman en un microorganismo ideal para la producción 
de proteínas recombinantes. Entre ellas se destacan la escasa secreción de 
proteínas endógenas y actividad proteasa extracelular así como la capacidad de 
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crecer hasta altas densidades celulares en fermentadores y la presencia de sistemas 
de secreción eficientes [108, 110-112]. 
 En la producción de proteínas heterólogas, un grupo de especial atractivo 
económico lo constituyen las enzimas industriales. Las mismas son comercializadas 
como productos básicos y hay una continua necesidad de reducir los costos de 
producción para que resulten competitivas en los mercados mundiales, los cuales en 
la actualidad representan varios billones de dólares [137, 201-203]. 
 Aunque en esta parte del trabajo el pTGR sólo fue utilizado como prueba de 
concepto utilizando genes reporteros para comprobar sus propiedades, quedó 
demostrado que la plataforma que brinda este vector podría funcionar como 
herramienta para modular la expresión de los genes de una vía metabólica en una 
especie de gran interés biotecnológico como C. glutamicum. En perspectiva, esta 
herramienta podría hacer una contribución significativa en los procesos de 
producción de enzimas industriales en esta especie. El vector pTGR provee una 
plataforma que facilita la creación de circuitos génicos de diseño posibilitando una 
reducción en los tiempos de obtención de organismos genéticamente modificados. 
Es por ello que las ventajas evaluadas en este capítulo tendrán un gran impacto en 
futuros desarrollos de ingeniería metabólica de esta especie reduciendo costos y por 
lo tanto mejorando de economía de los procesos de manufactura. 
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Introducción 
Sistemas de secreción de proteínas en bacterias 
 
En bacterias existen dos vías principales de secreción de proteínas a través 
de la membrana plasmática. La primera de ellas es la vía general de secreción 
denominada Sec. Esta cataliza la traslocación proteínas utilizando energía 
proveniente del ATP e involucra un complejo de proteínas unidas a la membrana 
denominado SecYEG [204]. Años después fue descubierto un segundo mecanismo, 
independiente del sistema Sec, denominado Tat por sus siglas en inglés twin-
arginine translocation pathway. La característica sobresaliente de este sistema es 
que las proteínas son exportadas en su conformación y plegamiento original [205], a 
diferencia del sistema Sec en el cual se requiere el desplegamiento de la proteína 
para atravesar la membrana [206].  
 
El sistema Sec  
 
 Básicamente, el sistema consiste en la proteína a exportar, una proteína 
motora y un canal proteico insertado en la membrana. La traslocasa de este sistema 
se encuentra presente en la membrana plasmática de todas las bacterias, archaeas 
y cloroplastos y resulta esencial para la viabilidad celular [207]. En bacterias es 
responsable por la secreción de la mayoría de las proteínas responsables del 
metabolismo, incorporación y secreción de metabolitos [208]. La secreción a través 
de este sistema puede ser co-traduccional y post-traduccional. En el último caso, las 
proteínas son guidas hacia la traslocasa de membrana por la chaperona SecB, la 
cual las mantiene en sus estado desnaturalizado luego de la síntesis [209]. Durante 
la secreción co-traduccional, la partícula de reconocimiento de señal (SRP), se une 
al péptido señal mientras emerge del ribosoma [210] y el complejo SRP-Ribosoma-
proteína naciente es dirigido hacia la traslocasa mediado por la proteína FtsY. En 
bacterias este mecanismo es utilizado generalmente para la integración de proteínas 
de membrana. La traslocasa del sistema Sec está compuesta por un canal 
denominado PCC (por sus siglas en inglés Protein Conducting Channel) compuesto 
por tres proteínas integrales en la membrana SecY, SecE y SecG y una ATPasa 
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perisférica llamada SecA, la cual es responsable de la traslocación de proteínas a 
través de la membrana  (Figura 15) [206, 207]. SecA se asocia con PCC y acepta 
proteínas de la chaperona SecB o del ribosoma para canalizar a través del estrecho 
complejo formado por las proteínas Sec YEG. La energía para este proceso proviene 
de la fuerza protón-motriz (PMF) [204].  
 
Figura 15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Modelo esquemático del sistema Sec en E. coli [204]. Secreción co-traduccional (a) 
o post-traduccional (b). PMF (fuerza protón motriz). Adaptado de Natale 2008 [204]. 
 
 La secuencia señal del sistema Sec es una extensión amino terminal de las 
proteínas de secreción y resulta necesaria para la correcta traslocación a través de 
las membranas. Se encuentran conservadas entre los distintos dominios y posee 
una longitud promedio de 20 aminoácidos. Generalmente tiene una estructura 
tripartita conformada por una región cargada positivamente (región N), un núcleo 
hidrofóbico (región H) y una región polar carboxilo terminal (región C) (Figura 16). 
Esta región contiene el sitio de reconocimiento para la peptidasa denominado “Ala-
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X-Ala” debido a presencia de dos alaninas en las posiciones -1 y -3 desde el sitio de 
corte [211]. La estructura tripartita es reconocida por los componentes del sistema 
Sec. La región H consiste en aminoácidos hidrofóbicos que forman una estructura de 
hélice mientras que la región N se encuentra cargada positivamente y es 
responsable de la interacción electrostática con los fosfolípidos de la membrana. 
Ambas regiones elementos necesarios y críticos reconocidos por la SRP y la 
proteína SecA. La afinidad del péptido señal por la SRP aumenta con la 
hidrofobicidad de la región H, mientras que la interacción con SecA se ve favorecida 
con el número de cargas positivas en la región N [212, 213].  
 
Figura 16 
 
 
 
Figura 16. Representación esquemática de la estructura típica del péptido señal del sistema 
Sec. AXA representa el sitio de reconocimiento de la peptidasa. La figura no se encuentra a 
escala. 
 
El sistema Tat  
 
El sistema de secreción de proteínas Tat  también se encuentra conservado 
en las membranas de bacterias, archaeas y tilacoides [214]. La maquinaria del 
sistema Tat consiste en dos o tres subunidades integradas a la membrana. TatA y 
TatC o TatA, TatB y TatC las cuales forman un receptor y una maquinaria de 
traslocación de proteínas en la cual la energía para el proceso es obtenida de la 
fuerza protón-motriz [204]. En E. coli, el sistema Tat parece operar con un 
mecanismo similar al de la maquinaria de los tilacoides, ambos requieren tres 
proteínas distintas unidas a membrana TatA, TatB y TatC [214]. Como se muestra 
en la Figura 17, el modelo actual postula que TatB y TatC forman un complejo y son 
requeridas para el reconocimiento y la unión del péptido señal [215]. TatA constituye 
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un complejo homo-oligomérico el cual es reclutado por el complejo TatB-TatC y 
forma un canal en el proceso de exportación [216]. Por otro lado, se han descripto 
otros componentes del sistema Tat, como la proteína TatE, el cual se descubrió que 
es un parálogo con funciones superpuestas de TatA [217]. Se ha propuesto además 
que el sistema Tat se utiliza sólo en los casos en los que el plegamiento 
citoplasmático excluye el uso del sistema Sec [218]. La presencia de la vía Tat para 
la secreción de proteínas es necesaria para una gran cantidad de sistemas redox y 
respiraciones anaeróbicas debido a que través del mismo se secretan cofactores 
necesarios para las oxidoreductasas [219].  
Un estudio funcional de esta vía de secreción realizado en C. glutamicum 
determinó que las subunidades TatA, B y C son las unidades mínimas necesarias 
para lograr la secreción de proteínas mediante esta vía, donde además se demostró 
que TatA y C son esenciales para la traslocación de proteínas y que tatB no es 
esencial pero es necesario para obtener una máxima eficiencia en este proceso. 
Además se determinó que TatA y TatE tienen funciones superpuestas como 
previamente fuera descripto para E. coli [111].  
 
Figura 17 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Modelo esquemático que representa el mecanismo de traslocación de proteínas a 
través del sistema Tat en E. coli. PMF indica fuerza protón motriz. Adaptado de Palmer 2012 
[220]. 
 
Al igual que el sistema Sec, el péptido señal del sistema Tat, tiene una 
estructura tripartita con una región básica denominada “N” en el amino terminal, una 
región hidrofóbica denominada “H” en el medio y una región polar denominada “C” 
en el carboxilo terminal (Figura 18). Generalmente tiene mayor longitud que los del 
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sistema Sec debido a una región N con mayor cantidad de aminoácidos. Esta última 
contiene además residuos polares cargados positivamente y en ella se encuentra un 
motivo altamente conservado de dos argininas consecutivas (SRRXFLK) el cual 
brinda el nombre al sistema (Twin Arginine Traslocation pathway) [221, 222]. Gracias 
a la carga positiva, la región N determina la orientación del péptido señal en la 
membrana [223, 224]. El “core” hidrofóbico consiste de entre 10 y 15 aminoácidos 
los cuales forman la región más larga del péptido señal que adoptan una 
conformación de hélice  una vez insertados en la membrana [225]. La región C 
también contiene el sitio de reconocimiento AXA. Para la posición -1, alanina, glicina 
y serina son los aminoácidos preferidos, por otro lado, en la posición -3 se también 
se pueden encontrar residuos más grandes como valina, treonina, leucina e 
isoleucina [225].  
 
Figura 18 
 
 
Figura 18. Representación esquemática de la estructura típica del péptido señal del sistema 
Tat. AXA representa el sitio de reconocimiento de la peptidasa. La figura no se encuentra a 
escala. 
 
Luego de la traslocación de la proteína, mediada por el componente TatA, la 
región C del péptido señal queda del lado extra citoplasmático (unida al complejo 
TatB-TatC) siendo reconocida y clivada por la peptidasa liberando la proteína 
plegada de la membrana plasmática [226].  
  
Resultados 
Producción y secreción de proteínas recombinantes en C. glutamicum 
Análisis sistemático de secuencias señales del sistema Tat 
 
Actualmente los rendimientos más elevados de producción de proteínas 
recombinantes secretadas en C. glutamicum fueron obtenidos a partir de péptidos 
señales que utilizan el sistema Tat [118, 120]. En esta etapa del trabajo, se 
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aprovecharon las características que brinda la plataforma pTGR, para estudiar y 
clasificar secuencias para las cuales están descriptas hasta el momento las mayores 
eficiencias de secreción en esta especie. Entre ellas se encuentran las 
correspondientes a las proteínas TorA (de E. coli); PhoD (de C. glutamicum); PhoD 
(de B. subtilis) y cgc0949 (de C. glutamicum) [111, 120, 126, 227]. 
Para lograr este objetivo inicialmente se insertó, entre los sitios NdeI y EcoRI 
del vector pTGR5, un fragmento sintético que contiene ORF de la proteína 
fluorescente mCherry para obtener el vector pTGR18. El pTGR5, que contiene al  
promotor tac y RBS sod, fue elegido en base a los experimentos previos que 
demostraron la expresión más alta del gen reportero eGFP.  
Luego se amplificaron las distintas secuencias señales y se agregaron, 
mediante el uso de oligonucleótidos degenerados y reacciones de PCR, los sitios 
NdeI en la región 5´y AseI en la región 3´. Finalmente, aprovechando los extremos 
cohesivos de estos sitios, se clonaron en el NdeI del plásmido pTGR18 para obtener 
los plásmidos pTGR19, pTGR20, pTGR21 y pTGR22 (Figura 19 y Tabla 5).  
 
Figura 19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Representación esquemática de las construcciones obtenidas para la secreción de 
la proteína reportera mCherry utilizando distintos péptidos señales del sistema Tat. La figura 
no se encuentra a escala. 
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A partir de los vectores obtenidos, se transformó C. glutamicum y se midió 
emisión de fluorescencia en los sobrenadantes de cultivos luego de 24 hs de 
inducción con IPTG 0,5 mM. Como se puede observar en la Figura 20A, los distintos 
péptidos señales demostraron eficiencias variables para la secreción de mCherry, 
siendo la más alta la correspondiente a la construcción que contiene al péptido de la 
proteína PhoD de B. subtilis. Luego, con el objetivo de determinar si la secreción se 
veía afectada con el paso del tiempo, a partir de la cepa con la secuencia de 
PhoDBS, se midió fluorescencia en el sobrenadante cada 24hs. Como se puede 
observar en la Figura 20B, la misma permanece prácticamente invariable hasta las 
72hs luego de las cuales decae ligeramente. Mediante una cuantificación 
densitométrica, utilizando el software GelPro Analizer, se determinó que la cantidad 
de mCherry en el sobrenadante de C. glutamicum luego de 24h de inducción es de 
0,09 g/L. 
 
Figura 20 
A 
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Figura 20. Medida de florescencia relativa de mCherry en sobrenadantes de cultivos de C. 
glutamicum utilizando distintos péptidos señal del sistema Tat (A) y a distintos tiempos para la 
construcción que contiene el péptido señal de PhoDBS (B). Los gráficos representan la 
proporción de fluorescencia relativa de mCherry normalizada respecto a la densidad óptica de 
los cultivos medida a 600nm.  
 
Sobreexpresión de la maquinaria del sistema Tat 
 
Trabajos previos han reportado que la sobreexpresión de las proteínas  TatA, 
TatB y TatC aumenta significativamente los niveles de secreción de la enzima 
transglutaminasa en C. glutamicum [120]. Sin embargo, la expresión de estos 
traslocadores fue realizada utilizando plásmidos diferentes con orígenes de 
replicación compatibles, lo cual desde el punto de vista práctico presenta una 
desventaja ya que es necesaria la presencia de más de una antibiótico para 
mantener la presión selectiva. En esta etapa el objetivo fue utilizar las ventajas 
previamente desarrolladas para la expresión simultánea de genes, con el fin de 
sobreexpresar toda la maquinaria de la vía Tat desde un mismo plásmido. Para 
lograr esta meta en primer lugar se clonó un fragmento de ADN sintético que 
contiene al gen tatB de C. glutamicum bajo control de su propio promotor en el sitio 
SpeI del pTGR21 para obtener el pTGR24. Luego se clonó un segundo inserto, que 
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contiene a los genes tatA y tatC como un operón, también bajo control de su propio 
promotor, en el sitio AvrII del pTGR24 para obtener el pTGR25 (Tabla 5). 
 Posteriormente se transformaron estos plásmidos en C. glutamicum y se 
realizaron los mismos ensayos descriptos previamente para determinar el efecto de 
estas construcciones sobre la secreción de mCherry. Como se puede observar en la 
Figura 21, la sobreexpresión de todos los traslocadores del sistema Tat aumenta la 
secreción de mCherry un 25% con respecto a la construcción original y a la que 
contiene sólo a TatB. 
 
Figura 21  
 
 
 
Figura 21. Medida de florescencia relativa de mCherry en sobrenadantes de cultivos de C. 
glutamicum que sobre-expresan el sistema Tat. El gráfico representa la proporción de 
fluorescencia relativa mCherry normalizada respecto a la densidad óptica de los cultivos 
medida a 600nm.  
 
A continuación se sonicaron los cultivos los cultivos y se analizaron por 
separación en geles de poliacrilamida los sobrenadantes y las fracciones solubles e 
insolubles del pellet celular. En la Figura 22 se puede observar que prácticamente no 
se detecta proteína recombinante intracelular cuando se sobre-expresan Tat A, B y 
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C (calle 4) y no así cuando sólo se encuentra  TatB (calle 7), indicando que la 
producción de estos traslocadores podría ser limitante en la eficiencia de secreción.  
 
Figura 22 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Secreción de mCherry en cultivos de C. glutamicum. SDS-PAGE de los pellet y 
sobrenadantes de cultivos de C. glutamicum pTGR18 (calles 2 y 3), pTGR25 (calles 4 y 5), 
pTGR24 (calles 6 y 7). Marcador de peso molecular (calle 1).  
 
Finalmente se realizó una cuantificación densitométrica (Figura 23), la cual 
demuestra que la proporción de proteína recombinante secretada, comparada con 
su contraparte intracelular, es aproximadamente un 95% superior en la construcción 
que sobre-expresa todos los componentes esenciales de la vía Tat. De esta manera 
queda demostrado que la propiedad que tiene el pTGR para expresar múltiples 
unidades transcripcionales puede ser aprovechada también para aumentar la 
eficiencia de secreción de proteínas recombinantes por medio de la co-expresión de 
proteínas accesorias. 
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Figura 23 
 
 
 
Figura 23. Sobre-expresión de los traslocadores del sistema Tat en C. glutamicum. Proporción 
relativa de las cantidades de mCherry en el sobrenandante normalizada respecto al pellet de 
cultivos.  
 
Producción de proteínas de interés industrial 
 
Con el objetivo de aprovechar el desarrollo realizado hasta el momento con la 
plataforma pTGR para producir proteínas de interés industrial en C. glutamicum, se 
decidió utilizar este sistema para obtener un método de manufactura para la enzima 
Fosfolipasa C de B. cereus (PLC BC). Como fue mencionado previamente, esta PLC 
es capaz de degradar eficientemente PC y PE y su producción heteróloga, en un 
sistema robusto como el que presenta C. glutamicum, resulta de gran interés para el 
proceso de desgomado enzimático.  
Particularmente, la PLC de B. cereus (BC-PLC) es sintetizada como una “pre 
proenzima” monomérica, la cual contiene una secuencia de secreción de 24 
aminoácidos y un propéptido de 14 aminoácidos (Figura 24). Este último, una vez 
que la proteína ha sido liberada al espacio extracelular, es escindido para liberar la 
enzima madura de 245 aminoácidos y 28,5kDa de peso molecular aproximado. 
Luego de la proteólisis, un residuo de triptófano ocupa la posición amino terminal, el 
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cual resulta estrictamente necesario para obtener la enzima activa ya que se 
encuentra involucrado en la coordinación del cofactor zinc [228]. 
 
Figura 24 
 
 
 
 
Figura 24. Representación esquemática de la secuencia de la PLC BC. La flecha indica en sitio 
de escisión del propéptido. “W” representa triptófano como primer aminoácido de la secuencia 
madura. SS y PRO representan la secuencia señal y la región del propéptido respectivamente. 
La figura no se encuentra a escala 
   
Expresión y secreción de BC-PLC  
 
Para desarrollar un proceso eficiente de producción y purificación de la BC-
PLC en C. glutamicum, se decidió en la etapa inicial de este trabajo utilizar los 
resultados obtenidos con el fin de secretar esta enzima mediante la vía Tat.  
Para llevar a cabo este objetivo usando como molde ADN genómico de B. 
cereus, se amplificó el marco abierto de lectura (ORF) que codifica para la 
Fosfolipasa C como una pre proenzima. Mediante el uso de oligonucleótidos 
degenerados se agregaron los sitios de restricción NdeI superpuesto con el codón 
de inicio (ATG) y AvrII inmediatamente después del codón del stop. Luego, mediante 
“overlapping PCR”, el péptido señal salvaje fue reemplazado por el de la proteína de 
la proteína PhoD de B. subtilis. Esta construcción fue clonada en el pTGR5 para 
obtener el pTGR26 (Figura 25). 
 
Figura 25 
 
 
 
 
Figura 25. Representación esquemática de la construcción obtenida, utilizando el péptido 
señal de la proteína PhoD, para optimizar la secreción de BC-PLC. PRO indica la secuencia de 
14 aminoácidos del propéptido. La figura no se encuentra a escala 
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Luego de transformar C. glutamicum el vector obtenido, se realizó un 
experimento de expresión y a las de 24 h post inducción con IPTG 0,5mM se 
sonicaron los cultivos y se analizaron por separación en geles de poliacrilamida las 
fracciones solubles e insolubles del pellet celular. Como se puede observar en la 
Figura 26 (calle 2) es posible secretar BC-PLC a través del sistema Tat utilizando el 
péptido señal de la proteína PhoD. Sin embargo la eficiencia de este proceso es muy 
baja ya que, como demuestra la calle 1, la mayoría de la enzima se encuentra sin 
procesar en la fracción intracelular. A partir de una cuantificación densitométrica, se 
determinó que la cantidad de BC-PLC en el sobrenadante luego de 24 hs de cultivo 
corresponde a 0,015 g/L. 
 
Figura 26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Expresión y secreción de BC-PLC desde el sistema Tat. Análisis mediante SDS-
PAGE del pellet y sobrenadante del cultivo de C. glutamicum pTGR26 
 
 A partir de la pobre eficiencia de observada en el sobrenadante obtenido a 
partir del pTGR26, se decidió probar como alternativa para la exportación de esta 
enzima, la vía general de secreción Sec. Para ello, se ensayaron los péptidos 
señales de la secuencia salvaje de la BC-PLC y el de la proteína CspB de C. 
glutamicum para la cual se encuentran reportadas altas eficiencias de secreción 
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[115, 125, 127]. Para lograr este objetivo se obtuvieron dos nuevas construcciones. 
En primer lugar, partiendo de ADN genómico de B. cereus, se amplificó el (ORF) que 
codifica para la fosfolipasa C y se agregaron los sitios de restricción NdeI y AvrII. 
Luego, mediante “overlapping PCR”, el péptido señal salvaje fue reemplazado por el 
de la proteína CspB (Figura 27) y ambas construcciones fueron clonadas en el 
pTGR5 para obtener los vectores pTGR27 y pTGR28. 
 
Figura 27 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Representación esquemática de las construcciones obtenidas utilizando los 
péptidos señales de las proteínas CspB y salvaje, para optimizar la secreción de BC-PLC. PRO 
indica la secuencia de 14 aminoácidos del propéptido. La figura no se encuentra a escala. 
 
Luego de transformar C. glutamicum, se realizó un experimento de expresión 
y luego de 24 h post inducción se analizaron nuevamente en un gel de poliacrilamida 
las fracciones solubles e insolubles del pellet celular. Como se puede observar en la 
Figura 28, es posible expresar y secretar BC-PLC utilizando las diferentes 
secuencias evaluadas. Por último, mediante una cuantificación densitométrica, se 
determinó que las eficiencias de secreción fueron 0,12 g/L y 0,11 g/L para los 
plásmidos pTGR27 y pTGR28 respectivamente. Demostrando que es posible, 
mediante el cambio de la secuencia señal, dirigir la secreción de BC-PLC a través 
del sistema Sec a partir del cual se obtiene una mayor eficiencia que mediante el 
sistema Tat.  
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Figura 28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Expresión y secreción de BC-PLC desde el sistema Sec. Análisis mediante SDS- 
PAGE de los pellet y sobrenadantes de cultivos de C. glutamicum pTGR27 y pTGR28.  
 
Determinación de la actividad PLC 
 
 La enzima obtenida en el sobrenadante de cultivo de la cepa que contiene al 
vector pTGR27 fue purificada mediante precipitación con sulfato de amonio y 
resuspendida en buffer acetato de sodio 20mM como se indica en Materiales y 
Métodos.  
Para determinar si C. glutamicum es capaz de producir BC-PLC en su forma 
activa, se realizó un ensayo con el sustrato cromogénico específico ONPC. Para el 
mismo una mezcla de la enzima purificada con el sustrato a una concentración de 10 
mM fue incubada a 50°C y luego de 30 minutos se corto la reacción con NaCO3 
según se indica en Materiales y métodos. Al ser hidrolizado, este sustrato desprende 
un grupo nitrofenilo, el cual absorbe a 405nm, cuando es escindido del resto de la 
molécula. Como se puede observar en la Figura 29, la BC-PLC obtenida en los 
cultivos de C. glutamicum carece de actividad. Este resultado permite concluir que 
aunque este microorganismo es capaz de procesar el péptido señal y secretar BC-
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PLC con buena eficiencia, no es capaz de producirla en su forma activa. Como 
control positivo de este ensayo se utilizaron 0,5 g de PLC comercial estándar. 
 
Figura 29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Determinación de actividad de BC-PLC. Ensayo de actividad fosfolipasa con el 
sustrato específico ONPC. BC-PLC indica la actividad de la purificación de un cultivo de C. 
glutamicum pTGR27. CP indica la actividad de control positivo donde se utilizaron 0,5 g  de 
PLC estándar. CN control negativo.  
 
Secuenciación amino terminal y activación proteolítica 
 
Previamente, ya ha sido reportado en la literatura el tratamiento con proteasas 
de la BC-PLC para producir la eliminación proteolítica del propéptido. Para ello se 
utilizan enzimas afines por residuos de arginina como tripsina, trombina o 
clostripaina como método para obtenerla en su forma activa [159, 229].  
En función de estos resultados, a la preparación obtenida previamente, se le 
realizó un tratamiento con tripsina a una concentración de 2 µg/mL y luego se envió 
para su secuenciación de la región amino terminal por el método de Edman. Como 
se observa en la Figura 30A, no fueron escindidos los aminoácidos correspondientes 
al propéptido en la enzima recombinante, lo cual coincide con las observaciones 
previas que indican que la presencia de un residuo de triptófano en el extremo amino 
terminal resulta esencial para la actividad de la BC-PLC [228, 230]. El mismo 
resultado se demuestra un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 
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(Figura 30B), donde se observa que hay una pequeña diferencia en el peso 
molecular entre la enzima secretada y la tratada con proteasa. El tamaño predicho 
del propéptido, dado por el software Protein molecular weight calculator 
(http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm), resulta en un peso 
aproximado de 1,6 kDa lo cual se refleja en la diferencia en la movilidad 
electroforética de las bandas observadas.     
 
Figura 30 
A 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Activación proteolítica de la BC-PLC mediante el tratamiento con tripsina. (A) 
Secuenciación amino terminal obtenida por el método de Edman. Las líneas de punto indican 
la secuencia de aminoácidos obtenida para la PLC secretada y la doble línea indica a 
secuencia obtenida de la PLC luego del tratamiento con tripsina. Indicado con una flecha se 
encuentra el sitio de proteólisis de la tripsina. (B) SDS-PAGE de sobrenadantes de cultivos de 
C. glutamicum pTGR27. Calle 1  BC-PLC secretada. Calle 2 marcador de peso molecular. Calle 
3 BC-PLC madura después del tratamiento con tripsina. 
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Luego se realizó nuevamente el ensayo utilizando el sustrato cromogénico y 
como se demuestra la Figura 31A, la enzima tratada con esta proteasa sí presentó 
actividad a diferencia de lo que se había observado previamente.  
Por último y con el objetivo de caracterizar la enzima obtenida, se 
determinaron los parámetros cinéticos de la misma, Km y Vmax, así como la actividad 
específica a partir de muestras de la BC-PLC tratada con tripsina. Para ello se 
construyó una curva de actividad PLC en función del tiempo (Figura 31B), para la 
cual a diferencia del otro ensayo se incubó a 50°C la enzima tratada tripsina con el 
sustrato PNOPC a una concentración de 1 mM y se tomaron medidas sucesivas de 
absorbancia a 405 nm durante 1 h. Luego los datos obtenidos se ajustaron en 
función de la ecuación integrada de Michaelis-Menten para obtener los valores de 
Vmax/Km. Como se indica en la Tabla 4, la preparación obtenida de la BC-PLC 
recombinante en C. glutamicum se comporta de manera similar al estándar utilizado.  
 
 
Figura 24 
A 
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Figura 31. Determinación de actividad y parámetros cinéticos de BC-PLC. (A) Ensayo de 
actividad fosfolipasa con el sustrato específico ONPC. Tripsina indica la actividad de una 
purificación de un cultivo de C. glutamicum pTGR27 tratado con tripsina. CP indica la actividad 
de control positivo donde se utilizaron 0,5 g  de PLC estándar. CN indica control negativo. (B) 
Cinética de la reacción de BC-PLC tratada con tripsina durante 1 hora de reacción enzimática. 
 
Tabla 4 
 
 
  
PLC estándar BC-PLC 
Vmax/Km (1/min) 0.0170 0.0167 
U/mg 195.1 194.2 
 
Tabla 4. Parámetros cinéticos de BC-PLC vs estándar. 
 
Optimización de la secuencia de la BC-PLC para la expresión en C. glutamicum 
 
Una gran cantidad de factores tienen influencia sobre los niveles de expresión 
de proteínas recombinantes. Entre ellos la preferencia de codones del organismo 
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heterólogo, el contenido de G+C en su secuencia de ADN, la estructura secundaria y 
estabilidad del ARN mensajero [231-233]. Un parámetro frecuentemente utilizado al 
momento de realizar la optimización de una secuencia nucleotídica es el “índice de 
adaptación de codones” (CAI). Este último adquiere valores entre cero y uno e indica 
la desviación entre el uso de codones de un gen de interés y un grupo de codones 
utilizados como referencia, los cuales generalmente corresponden a los de los genes 
que más se expresan en un organismo. Dicho el de otra manera, el grado en que el 
uso de codones de una secuencia se adapta a las frecuencias de uso de codones 
calculadas previamente para un organismo. Un valor de CAI cercano a 1 significa 
una mayor proporción de los codones más abundantes [234, 235]. 
Para determinar el CAI de la PLC de B. cereus, se utilizó la herramienta 
computacional “CAI calculator” [236], la cual reflejó un valor de 0.59 cuando se 
comparó con la frecuencia de uso de C. glutamicum descripta previamente [237]. 
 A partir de estos resultados y con el objetivo de aumentar el rendimiento en la 
producción y secreción de BC-PLC, se realizó la optimización de la secuencia para 
su expresión en C. glutamicum utilizando el software libre Optimizer [238]. Esta 
plataforma, a partir de una secuencia de aminoácidos, obtiene una secuencia de 
ADN en donde el uso de codones es optimizado para la expresión en el organismo 
seleccionado. La estrategia de optimización en este caso consistió en asignar al azar 
un codón para cada aminoácido en donde la probabilidad de cada triplete se 
encuentra basada en una tabla de preferencias reportada para esta especie [237]. A 
partir de esta estrategia, se obtuvo una secuencia con un CAI de 0.9 la cual se 
encargó para la síntesis a la compañía especializada Genscript. La misma, se clonó 
posteriormente entre los sitios NdeI y AvrII del vector pTGR5 para obtener el 
pTGR29. A partir de este vector se transformó C. glutamicum, se realizó un 
experimento de expresión y 24hs después de la inducción con IPTG 0,5 mM se 
sembró en un gel de poliacrilamida el sobrenadante del cultivo. Como se puede 
observar en la Figura 32 la cantidad de PLC secretada a partir del plásmido con la 
secuencia optimizada no superó a la que se realizó desde la secuencia salvaje de B. 
cereus utilizada como control. Mediante una cuantificación densitométrica se 
determinó que la eficiencia de secreción para el pTGR27 es 2 veces superior con 
respecto al pTGR29 
 
Capítulo 2 
 
80 
 
Figura 32 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Expresión de BC-PLC a partir de la secuencia salvaje vs la secuencia optimizada 
para C. glutamicum. Calle 1 marcador de peso molecular. Calle 2 sobrenadante pTGR27; calle 3 
sobrenadante pTGR29. 
 
Finalmente se realizó en ensayo de actividad, utilizando el sustrato 
cromogénico PNOPC, con una purificación obtenida a partir sobrenadantes cultivos 
transformados con pTGR29, la cual fue tratada con tripsina. Como se puede 
observar en la Figura 33, la purificación proveniente de plásmido pTGR27 tiene el 
doble de actividad que la obtenida a partir del pTGR29, lo cual coincide con los 
niveles de secreción demostrados en el gel de poliacrilamida.  
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Figura 33 
 
 
 
Figura 33. Ensayo de actividad fosfolipasa con el sustrato específico ONPC. Purificaciones 
obtenidas a partir de sobrenadante de cultivos de C. glutamicum pTGR27 (WT) y pTGR29 
(OPT).  
 
Tabla 5  
 
Plásmido Replicón Promotor  RBS Gen Sec señal 
pTGR18 pGA1 tac sod mCherry - 
pTGR19 pGA1 tac sod  mCherry torA 
pTGR20 pGA1 tac  sod  mCherry phoD CG 
pTGR21 pGA1 tac sod  mCherry phoD BS 
pTGR23 pGA1 tac  sod  mCherry 0949 
pTGR24 pGA1 tac  sod mCherry/ tatB phoD BS 
pTGR25 pGA1 tac  sod mCherry/ tat ABC phoD BS 
pTGR26 pGA1 tac  sod plc phoD BS 
pTGR27 pGA1 tac  sod plc plc  
pTGR28 pGA1 tac  sod plc cspB 
pTGR29 pGA1 tac  sod plc OPT Salvaje OPT 
 
Tabla 5. Serie de plásmidos derivados del pTGR obtenidos en esta parte del trabajo 
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Discusión 
 
 Desde los años 50 que fue descubierto como un organismo productor de 
acido glutámico natural, C. glutamicum se ha transformado en el organismo más 
importante en la industria biotecnológica para la producción de aminoácidos. Más de 
dos millones de toneladas de lisina y acido glutámico, entre otros, son producidos 
anualmente mediante esta especie los cuales son utilizados en mayormente en la 
industria alimenticia [16]. Por otro lado además de las los atributos que presenta 
para la obtención de este tipo de compuestos, características fundamentales como la 
ausencia de actividad proteolítica extracelular, hicieron desde hace ya varios años a 
esta especie más que interesante para la producción de proteínas heterólogas [108, 
110, 111].  
 Actualmente, una gran variedad de enzimas recombinantes, son 
comercializadas como productos esenciales en la mayoría de las industrias como la 
farmacéutica, cosmética, alimenticia y energética [239, 240]. Es por ello que resulta 
necesario el desarrollo de procesos rentables ante una necesidad creciente de este 
tipo de productos. Para ello la obtención de proteínas de secreción resulta una de 
las opciones más atractiva en los procesos de producción a gran escala, ya que la 
simplificación de los pasos de purificación, tiene un impacto significativo en el costo 
final de los productos obtenidos. Diversos factores, además de la optimización de los 
péptidos señales, resultan determinantes sobre la eficiencia de secreción de 
enzimas recombinantes en organismos heterólogos [241]. Para optimizar niveles de 
expresión, resulta esencial recurrir a tecnologías que permitan ensayar de manera 
rápida y eficiente distintos elementos regulatorios así como la modulación de los 
niveles de los componentes de una vía metabólica [242]. En este sentido, la 
plataforma pTGR contribuye a la exploración de partes involucradas en la expresión 
génica y facilita el rápido ensamblado de circuitos genéticos los cuales permiten 
realizar ingeniería metabólica en C. glutamicum, brindando la tecnología necesaria 
para desarrollar cepas modificadas capaces de producir enzimas de interés 
industrial.   
 El desgomado enzimático es un proceso amigable con el medio ambiente el 
cual está reemplazando rápidamente al método tradicional de desgomado acuoso. 
En Argentina, actualmente se producen aproximadamente 8 millones de toneladas 
de aceite de soja por año. De ellas sólo 1.4 millones, las cuales representan cerca 
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de 4300 toneladas diarias, son refinadas mediante desgomado enzimático. Por lo 
tanto, hay una necesidad emergente de desarrollar nuevos procesos con el fin 
obtener enzimas capaces de remover de manera eficiente las “gomas” presentes en 
aceites vegetales crudos. Actualmente las enzimas preferidas para realizar este 
procedimiento son las PLCs, las mismas son capaces de degradar los fosfolípidos 
en DAGs los cuales resultan miscibles en el aceite dando como resultado un 
rendimiento extra.  
 En mamíferos, distintas enzimas con actividad PLC juegan un rol fundamental 
en las funciones regulatorias de la vías de transducción de señal celular, adonde el 
DAG generado funciona como activador hidrofóbico de kinasas [243]. Dado que la 
PLC de B. cereus ha sido una enzima ampliamente estudiada como modelo para su 
homóloga en mamíferos [244-247], resulta una candidata muy atractiva para su 
producción en organismos heterólogos a fin de utilizarla posteriormente en procesos 
de desgomado enzimático. Con el objetivo de extender la plataforma pTGR 
previamente obtenida hacia el desarrollo de cepas productoras de enzimas de 
interés industrial, se decidió evaluar la posibilidad de producir y secretar BC-PLC en 
C. glutamicum.  
En esta especie, varios grupos de trabajo han reportado el uso de péptidos 
señales del sistema Tat para secretar proteínas recombinantes [120, 126, 227]. 
Además de la elección del organismo productor, la comparación entre diferentes 
secuencias señales de secreción, es un paso importante en lo que concierne a la 
puesta a punto y optimización de un proceso de producción de proteínas en 
sistemas heterólogos [115, 126]. En este sentido, utilizando la plataforma que provee 
el vector pTGR como sistema de prueba, se evaluaron las eficiencias de distintas 
secuencias reportadas que utilizan la vía Tat en C. glutamicum. Los resultados 
indicaron que la correspondiente a la proteína PhoD de B. subtilis resultó la más 
eficaz al momento de secretar el gen reportero mCherry, obteniéndose hasta 0,09g/L 
en sobrenadantes de cultivos en batch. Por otro lado también se encuentra descripto 
que la sobreexpresión de los genes esenciales de la vía Tat en esta especie 
aumenta significativamente los niveles de secreción de proteínas [120]. En este 
capítulo, quedó demostrado que el desarrollo realizado previamente con el vector 
pTGR para la expresión simultánea de genes, también se puede aplicar para 
aumentar el rendimiento de secreción de proteínas recombinantes. La 
sobreexpresión desde el mismo plásmido, de los traslocadores TatA, TatB, TatC 
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demostró un aumento en los niveles de fluorescencia de mCherry en sobrenadantes 
de cultivos. Este resultado se encuentra estrictamente relacionado con una 
disminución en la proteína retenida en la fracción intracelular, indicando que el 
proceso de exportación mediante el sistema Tat en C. glutamicum, se encuentra 
limitado por la cantidad de traslocadores disponibles en la membrana celular. 
Aprovechando las ventajas que presenta la plataforma pTGR, se utilizó el 
péptido señal de la proteína PhoD de B. subtilis para obtener una cepa que produzca 
BC-PLC como proteína de secreción facilitando su purificación en un futuro proceso 
producción industrial. Sin embargo, a diferencia de lo esperado, la eficiencia de 
secreción fue muy baja, quedando la mayor proporción de la misma en el interior 
celular. En algunos casos, se ha mencionado que la saturación de los sistemas de 
expresión en organismos heterólogos, puede causar que una fracción de las 
proteínas producidas no alcance su conformación nativa [248]. Por otro lado, 
también se encuentra descripto que la proporción de proteína desnaturalizada puede 
afectar el rendimiento en el proceso de secreción [249]. Particularmente en la vía 
Tat, existe un control de calidad intrínseco que monitorea el correcto plegamiento de 
las proteínas antes de ser traslocadas y excluye las que no han adquirido la correcta 
conformación pudiendo ser una de las hipótesis que explique los resultados 
observados [250]. 
Desde otro punto de vista, la sobreexpresión de proteínas de secreción puede 
causar el atasco de las mismas en la membrana debido a escasez de los 
componentes del traslocón [251]. En función de esto, una sobrecarga de los 
componentes del sistema Tat, podría ser otra posible explicación ante la 
imposibilidad de la BC-PLC para atravesar la membrana celular. Por último, 
dependiendo la especie, la estructura de la pared celular puede tener una fuerte 
influencia en la localización durante el proceso exportación. La interacción entre las 
proteínas recombinantes y los componentes de la misma podrían evitar en algunos 
casos la liberación al medio extracelular [126, 252]. 
Con el fin de buscar alternativas con mayor eficiencia, se ensayaron la 
secuencia señal salvaje de esta enzima y la de la proteínas CspB de C. glutamicum 
[115, 127] la cuales utilizan la vía general de secreción Sec. La eficiencia obtenida 
desde el plásmido que contiene la secuencia de CspB, resultó cercana a la obtenida 
desde la salvaje de B. cereus y estas cantidades fueron a su vez aproximadamente 
ocho veces superiores a la secretada desde la secuencia de la proteína PhoD. Estos 
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resultados, indican que es posible dirigir la secreción en función del péptido señal 
utilizado y que además la vía Sec sería la preferida para la exportación de BC-PLC 
en este organismo. Esto último no resultaría sorprendente ya que la misma vía de 
secreción es utilizada naturalmente por B. cereus. Aunque un estudio funcional de 
los componentes del sistema Sec no fue realizado todavía para C. glutamicum, 
recientemente se ha descripto la sobre-expresión sistemática no sólo de los 
traslocadores sino también de cada una de las proteínas involucradas en el proceso 
de secreción en el organismo emparentado B. subtilis [251, 253]. Estos resultados 
podrían facilitar la búsqueda de herramientas para la optimización del proceso de 
producción de BC-PLC en C. glutamicum en un trabajo futuro.  
 Si bien esta enzima pudo ser secretada con buena eficiencia desde diferentes 
secuencias señales, el agregado de tripsina para escindir el propéptido fue 
estrictamente necesario para la obtención la enzima madura activa. Para B. cereus 
los mecanismos naturales por el cual el propéptido es removido no han sido 
descriptos. Sin embargo, para una PLC homóloga del microorganismo relacionado 
Listeria monocytogenes, fue encontrada una metaloproteasa extracelular involucrada 
en la proteólisis de este fragmento [254, 255]. La ausencia de una proteasa 
homóloga en C. glutamicum podría explicar incapacidad esta de especie para 
procesar correctamente la BC-PLC. Una limitación similar fue descripta previamente 
por otros grupos de trabajo para la producción de transglutaminasa la cual se 
produce también como una pre-proenzima. Como solución a esta problemática, co-
expresaron una proteasa que les permitió obtener la enzima secretada en su forma 
activa [256]. 
La optimización de la secuencia de la PLC-BC para su expresión en C. 
glutamicum no reflejó, a diferencia de lo esperado, un aumento en la cantidad de 
enzima secretada. Generalmente las mutaciones sinónimas no alteran la estructura 
ni función de una proteína, sin embargo, pueden influir de diversas maneras sobre la 
expresión génica en un sistema heterólogo. Muchas veces no existe una correlación 
entre los niveles de expresión y el uso de codones ya que la modificación de este 
último también influye sobre diversos factores como la cantidad, estructura y 
estabilidad del RNA mensajero así como en la velocidad crecimiento del huésped 
[257]. Aunque un valor alto de CAI promueve una fuerte expresión, esta 
aproximación no tiene en cuenta la potencial contribución de los codones raros en el 
proceso de plegamiento que ocurre en simultáneo con la traducción o las 
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interacciones que puede tener el péptido naciente con chaperonas moleculares 
[258]. Por otro lado en este trabajo sólo se encargó la síntesis de un único resultado 
de los posibles que brinda el software Optimizer y para obtener una conclusión 
estadísticamente significativa acerca del éxito este programa como herramienta de 
optimización para la BC-PLC se deberían haber ensayado un número mayor de 
secuencias. Probablemente considerar sólo la optimización del CAI y no realizar una 
exploración sistemática de los diferentes factores involucrados en el proceso de 
producción de proteínas, no resulte la mejor opción para la optimización de la 
expresión de esta enzima en C. glutamicum. En algunos casos se encuentra 
descripto que la iniciación de la traducción y no el proceso de la elongación, resulta 
limitante sobre los niveles de expresión de una proteína recombinante [259-261]. Es 
por esto que el diseño de una secuencia que conduzca a una traducción 
uniformemente rápida puede no resultar la opción más eficaz [262, 263].  
Aunque actualmente existan una gran cantidad de herramientas 
computacionales que permiten la optimización de múltiples parámetros en el diseño 
de genes, todas tienen sus limitaciones y hasta el momento ninguna brinda la 
posibilidad de analizar todos las factores en forma simultánea y proveer una 
secuencia única que garantice el máximo nivel de expresión [264]. Por lo tanto la 
variedad de secuencias optimizadas posibles que se obtendrían al utilizar todas las 
herramientas en forma separada, requeriría de una elevada cantidad de 
experimentos.  
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Introducción 
 
El cultivo de alta densidad de microorganismos utilizando procesos de lote 
alimentado (Fed-batch) es la estrategia preferida a nivel industrial para aumentar la 
productividad volumétrica de productos bacterianos tales como aminoácidos y 
proteínas. El aspecto sobresaliente de este tipo de procesos es la alimentación 
continua con un sustrato en cantidades limitantes, generalmente la fuente de 
carbono, lo cual permite controlar la velocidad de crecimiento. Este tipo de régimen 
de alimentación evita problemas asociados con la inhibición del crecimiento, 
limitación de oxigeno y generación de calor que pueden ocurrir durante un proceso 
de batch en donde la disponibilidad de fuente de carbono es ilimitada [265]. En 
muchos casos los nutrientes utilizados para el crecimiento de microorganismos, 
como es el metanol para las fermentaciones de P. pastoris, pueden inhibir el 
crecimiento o resultar tóxicos a menos que se encuentren a concentraciones muy 
bajas. Por otro lado, en organismos como E. coli un exceso de fuentes de carbono 
que sean rápidamente metabolizadas, como glucosa, genera una disminución en la 
concentración de AMP cíclico intracelular lo cual puede causar una represión en los 
promotores sensibles al mismo. Ambos fenómenos pueden ser evitados mediante el 
uso de estrategias de Fed batch, en donde la velocidad de crecimiento se encuentra 
limitada mediante el control del flujo de alimentación, permitiendo la síntesis de 
productos deseados. Por último mediante el uso de esta estrategia, también se 
pueden evitar concentraciones tóxicas de subproductos que pueden tener 
consecuencias drásticas en los procesos de fermentación. En especies como E. coli 
un exceso de glucosa genera una sobrecarga de las vías metabólicas, aun en 
condiciones aerobias, lo que deriva en la formación de acetato el cual resulta 
inhibitorio para el crecimiento a concentraciones cercanas a los 5 g/L [266]. 
Los procesos de Fed-batch, comienzan generalmente, con una primera etapa 
(en Batch) en donde se agrega una concentración inicial de nutrientes al biorreactor 
de manera que el microorganismo crezca a su máxima velocidad de crecimiento 
específica. Durante la misma se agregan sólo se agregan los gases como oxígeno, 
en caso que el metabolismo sea aerobio, y ácidos o bases para mantener el pH en 
un valor deseado. El crecimiento celular se detiene en el momento que se acaban 
los nutrientes, generalmente la fuente de carbono, ya que el resto se encuentran en 
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exceso para completar todo el proceso de fermentación. Luego en una segunda 
etapa, la fuente de carbono es agregada mediante flujos regulados para mantenerla 
en concentraciones limitantes y controlar la velocidad de crecimiento. Para esta fase 
pueden llevarse a cabo distintas estrategias de alimentación. Una primera posibilidad 
consiste en mantener el flujo constante en donde la velocidad de crecimiento 
específica va disminuyendo en el tiempo debido al aumento de volumen y densidad 
celular. Como segunda alternativa se puede emplear un aumento escalonado o 
gradual del flujo de alimentación. En esta última se pueden lograr velocidades 
mayores y un crecimiento exponencial si el aumento de flujo es proporcional a la 
biomasa. Este tipo de estrategia, tiene como ventaja que posibilita un crecimiento a 
una velocidad de crecimiento específica para la cual se puede minimizar la 
formación de subproductos y optimizar la obtención de compuestos deseados [267]. 
El flujo de alimentación que permite un crecimiento exponencial puede ser calculado 
a partir de una ecuación derivada de un balance de masa asumiendo un rendimiento 
constante del uso del sustrato (Ecuación 2) [45]. 
 
Ecuación 2  
 
Ecuación 2. Ecuación que permite determinar del flujo de alimentación para matener un 
crecimiento exponencial en un proceso de Fed Batch. X0 es la concentración de biomasa (g/L), 
V0 es el volumen inicial del reactor (L), µ es la velocidad de crecimiento específica deseada (h
-
1
), S0 es la concentración inicial de sustrato en la solución de alimentación (g/L) e YX/S es el 
rendimiento del sustrato. 
 
Resultados  
Escalado de la producción de BC-PLC y desgomado enzimático 
Desarrollo del proceso de producción de BC-PLC en cultivos de alta densidad 
 
 Con el objetivo de poner a punto un proceso de producción 
económicamente viable para BC-PLC en C. glutamicum, inicialmente se utilizó la 
cepa salvaje ATCC13869. El objetivo de esta parte del trabajo consistió en ensayar 
las condiciones de cultivo en una cepa sin ninguna modificación genética, demostrar 
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si resultaban eficientes para el crecimiento y luego trasladarlas a la cepa que 
contiene el plásmido pTGR27 para la producción de la fosfolipasa recombinante.  
 La fermentación fue realizada en un reactor de 2 litros, utilizando un medio 
semi-definido con glucosa como fuente de carbono. Inicialmente se realizó una 
etapa de batch donde se agregó la misma a una concentración de 10 g/L. Una vez 
concluida esta fase, se calculó el valor de la velocidad de crecimiento específica 
máxima (Tabla 6) y se comenzó con la fase de alimentación. Durante esta última el 
flujo de alimentación se fue incrementando, según la ecuación 2, de manera de 
lograr un crecimiento exponencial a una velocidad igual a la mitad de la velocidad 
máxima calculada previamente en un valor de 0.4 h-1... Una vez  iniciada la fase de 
inducción, la actividad metabólica de las células generalmente se encuentra 
influenciada por la expresión de la proteína recombinante [268]. Aplicar la misma 
estrategia con un perfil exponencial antes y después de la inducción puede llevar a 
una sobrealimentación que deriva en una merma tanto en el crecimiento como en la 
producción de proteínas [269]. En función de esto, una vez que el cultivo alcanzó 
una densidad óptica igual a 80, el flujo de alimentación se mantuvo constante a 10 
mL de solución de alimentación por litro de cultivo hasta el final del proceso. En 
todos los puntos se determinó que la concentración de glucosa era igual a cero, 
indicando que la misma se encontraba en condiciones limitantes. Los parámetros 
obtenidos en esta fermentación demuestran que pudo obtener una concentración 
celular de 82 gPS/L, correspondiente a una DO600nm (densidad óptica a 600nm) de 
410 unidades, luego de 55 horas de cultivo (Tabla 6). 
 Luego, aplicando los mismos conceptos se realizó una fermentación con la 
cepa de C. glutamicum ATCC 13869 que contiene al plásmido pTGR27 con el fin de 
producir BC-PLC en cultivos de alta densidad. Nuevamente se inició el cultivo con 
una fase de batch con 10g/L de glucosa como fuente, seguido de una fase de Fed-
batch con flujos calculados para lograr un crecimiento a la mitad de la velocidad de 
crecimiento específica máxima (0.3 h-1 en este caso). El cultivo creció hasta una 
DO600 igual 80, punto a partir del cual el flujo de alimentación se mantuvo constante 
como fue realizado previamente para la cepa salvaje. En ese punto se agregó IPTG 
hasta una concentración final de 0,5mM para inducir la expresión de la BC-PLC. La 
Figura 34 demuestra el curso de la fermentación en donde se representan distintos 
parámetros como la DO600, el porcentaje de oxigeno disuelto y la concentración de 
proteína secretada. Esta última, fue detectable 7 h luego de iniciada la fase de la 
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inducción y alcanzó una concentración promedio de 5.5 g/L luego de 55 h de 
proceso total. En la Tabla 6 se encuentran los parámetros de fermentación 
calculados para esta cepa. Los mismos demuestran que tanto los rendimientos como 
la velocidad de crecimiento específica resultan menores en comparación a la cepa 
salvaje, indicando que la replicación del plásmido o expresión de la BC-PLC podrían 
afectar de alguna manera el metabolismo de la misma.  
 
Figura 34 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Cultivo de alta densidad de C. glutamicum para la expresión de BC-PLC. 
Concentración de BC-PLC secretada en función del tiempo (rombos negros), biomasa 
(cuadrados negros), flujo de glucosa (cuadrados grises) y oxígeno disuelto (rombos grises) 
durante el proceso de fermentación. 
 
Tabla 6 
 
Cepa DO600nm 
alcanzada 
Tiempo 
(h)  
Velocidad 
de 
crecimiento 
específica 
(h-1) 
Conc. 
celular 
(gPeso 
seco/L) 
YX/S 
(g/g) 
YP/S 
(g/g) 
Productividad 
volumétrica 
(g/L.h) 
13869 410 54,5 0.4 82 0.4 - - 
pTGR27 300 55 0.3 60 0.25 0.022 0.1 
        
 
Tabla 6. Parámetros calculados a partir de las fermentaciones realizadas 
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Desgomado enzimático a escala de laboratorio a partir de BC-PLC 
recombinante 
 
 Con el fin de evaluar la capacidad de la BC-PLC recombinante para el 
desgomado enzimático de aceite de soja, se realizaron reacciones a escalas de 
laboratorio imitando las condiciones utilizadas a escala industrial. Para ello 
inicialmente la enzima fue purificada y activada con tripsina como se describió 
previamente. Luego 5 mg de la misma se utilizaron para el tratamiento de 1 kg de 
aceite crudo de soja el cual contiene un 1,75% de fosfolípidos (aproximadamente 
700 ppm de fosfato inorgánico). La mezcla fue emulsionada e incubada a una 
temperatura de 50°C la cual se encuentra descripta como la óptima para esta 
enzima [270]. La reacción fue monitoreada durante 3 h a partir de la determinación 
de la concentración de los DAGs generados mediante HPLC. La Figura 35 muestra 
que luego de 1.5 h la curva alcanza un plateau a una concentración de DAGs de 
1.01% correspondiente a la cantidad esperada para la hidrólisis completa de PC y 
PE.  
 
Figura 35 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Análisis de la hidrólisis de fosfolípidos en aceite crudo de soja por la BC-PLC.  
Determinación de los DAGs generados mediante HPLC-ELSD de aceite tratado con BC- PLC 
recombinante a diferentes tiempos de reacción.  
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RMN de de aceite tratado con BC-PLC 
 
 Para confirmar la especificidad de la reacción, la fracción de fosfolípidos del 
aceite tratado fue extraída y analizada mediante resonancia magnética nuclear 
(RMN). La Figura 36 muestra el espectro de RMN para el aceite de soja tratado y un 
control en el cual la enzima no fue agregada. Se puede observar que luego del 
tratamiento los picos correspondientes a fosfatidil colina (PC) y fosfatidil etanolamina 
(PE) desaparecieron completamente y que se detectan los picos de fosfocolina 
(pCho) y fosfoetanolamina (pEth) los cuales son productos de la reacción. Estos 
resultados en conjunto con los del apartado anterior permiten concluir que la BC-
PLC recombinante hidroliza completamente PC y PE para generar DAGs.  
 
Figura 36 
 
Figura 36. Tratamiento de aceite crudo de soja utilizando BC-PLC recombinante. La figura 
muestra un espectro de RMN de aceite tratado y sin tratar con la enzima BC-PLC recombinante 
obtenida a partir de la fermentación de C. glutamicum. PA indica ácido fosfatidico, PI 
fosfatidilinositol, PE fosfatidiletanolamina, PC fosfatidilcolina, p-Et fosfoetanolamina y p-Cho 
fosfocolina. 
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Discusión 
 
La obtención de aminoácidos mediante fermentaciones de C. glutamicum es 
una tecnología desarrollada desde hace más de 50 años [15, 16] y la producción de 
proteínas fue reportada hace ya varias décadas [114]. Sin embargo, sólo en pocos 
casos se obtuvo una productividad de enzimas recombinantes lo suficientemente 
alta como para que el escalado del proceso sea rentable para la producción 
industrial. Enzimas como transglutaminasa, endoxilanasa, -amilasa y anticuerpos 
de camello se encuentran entre los ejemplos en los que se lograron los valores 
aceptables de proteínas secretadas producidas por esta especie con títulos que no 
superan los 2 g/L [115, 116, 119, 120].  
Por otro lado, los procesos descriptos hasta el momento utilizan estrategias 
en donde la alimentación con la fuente de carbono se realiza en batch o alimentando 
de manera intermitente, es decir, variando la concentración de la misma entre 
valores que oscilan entre cero y un valor máximo generalmente cercano a 6 g/L 
durante todo el proceso [108, 119, 227, 271].  
Uno de los problemas más frecuentes en las grandes escalas suele ser que la 
capacidad de mezclado se ve disminuida con el aumento del tamaño del reactor. 
Como generalmente los sustratos son agregados desde la parte superior del tanque 
y los gases desde la parte inferior, ante un mezclado ineficiente, se generan 
gradientes opuestos a lo largo del  vaso del fermentador. Las células en la parte 
superior están expuestas a concentraciones excesivas de la fuente de carbono y 
simultáneamente sufren de la disponibilidad limitada de oxígeno. Por el contrario las 
que se encuentran en la parte inferior sufren de cantidades limitadas de fuente de 
carbono y excesivas de oxígeno disuelto en el medio de cultivo [272]. Un aumento 
de las concentraciones locales de la fuente de carbono produce regiones de sobre 
alimentación, que junto con otros factores como la agitación, resultan en aumentos 
de temperatura zonales. Combinado con una capacidad reducida de transporte y 
eliminación de dióxido de carbono, este aumento de temperatura así como la 
acumulación de metabolitos tóxicos derivan en condiciones de estrés para el 
organismo productor [273]. El paso cíclico por diferentes zonas de calentamiento y 
continua activación y desactivación de los genes de estrés puede conducir a 
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alteraciones fisiológicas, producidas por los cambios metabólicos, que tienen como 
efecto una reducción tanto en la velocidad de crecimiento como en la productividad 
de enzimas recombinantes [272, 274]. Por otro lado estos efectos también pueden 
causar daños en la membrana y problemas en la traslocación de proteínas [275]. 
Con el fin de minimizar estos fenómenos y obtener un proceso industrial 
económicamente viable para la manufactura de la BC-PLC, se evaluó un proceso de 
Fed-batch con una alimentación exponencial a partir de la cepa de C. glutamicum 
conteniendo el plásmido de expresión pTGR27. Utilizando un medio semi-definido y 
una estrategia de alimentación con flujos escalonados, se alcanzó una 
concentración final de 5.5 g/L de BC-PLC. La misma corresponde a una 
productividad volumétrica de 0.1 g/L.h, siendo hasta el momento el valor más alto 
reportado de expresión de una enzima recombinante en esta especie.  
El desgomado enzimático en un proceso que presenta una alternativa 
amigable con el medio ambiente para reemplazar los tradicionales métodos de 
refinamiento físicos y químicos. En este proceso, las enzimas industriales como las 
fosfolipasas tienen un rol fundamental eliminando las moléculas de fosfolípidos las 
cuales generan una merma en el proceso de obtención del aceite. El uso de las 
mismas brinda un rendimiento extra en el proceso de desgomado dado no sólo por 
la generación de DAGs al hidrolizar los fosfolípidos, sino también por la liberación de 
TAGs los cuales normalmente quedan atrapados por los mismos en el proceso de 
separación por centrifugación. En este sentido, la BC-PLC recombinante obtenida a 
partir de C. glutamicum, demostró una gran eficiencia al momento de hidrolizar PC y 
PE los cuales representan en conjunto el 70% de los fosfolípidos presentes en el 
aceite crudo. Por otro lado, el análisis mediante HPLC reflejó una conversión 
completa de estos fosfolípidos a DAGs, lo cual representa una contribución 
significativa a la productividad y la economía del proceso de desgomado del aceite 
crudo. Esta eficiencia notable fue obtenida en condiciones comparables al proceso 
de refinamiento que se realiza en una planta, posibilitando de esta manera un 
potencial traslado del desarrollo realizado con esta enzima a niveles industriales.  
Como fue mencionado previamente, el uso de PLCs propone una mejora con 
respecto al desgomado acuoso no sólo por la eliminación de los fosfolípidos, sino 
también por la generación DAGs recuperados en la fase oleosa. Este fenómeno da 
como resultado un rendimiento extra en el proceso de obtención de aceite, el cual 
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generalmente representa el 1% del total obtenido. Considerando que una planta de 
tratamiento de aceite procesa miles de toneladas diarias, cabe destacar que el uso 
de la tecnología de producción de la BC-PLC desarrollada en esta tesis tendría un 
impacto significativo sobre la economía del proceso de desgomado enzimático. 
Teniendo en cuenta el costo actual del aceite de 600 dólares por tonelada y el 
rendimiento extra generado en el tratamiento enzimático utilizando las condiciones 
propuestas en este trabajo (5g de BC-PLC por tonelada de aceite), se podría estimar 
una ganancia aproximada de 1.2 dólares por gramo de enzima. 
 
 
.  
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 Se diseñó un vector sintético denominado pTGR en el cual todos sus 
componentes se encuentran flanqueados por sitios de restricción únicos.  
 
 El pTGR permite el rápido intercambio de secuencias demostrando su 
capacidad como vector de prueba de elementos regulatorios como 
promotores y RBSs. 
 
 El pTGR también posibilita la obtención de construcciones que permiten la 
expresión de varios genes simultáneamente en diversos formatos. El sistema 
fue validado utilizando genes reporteros para ensayar el ensamblado de 
operones duales y clústers que contienen dos unidades transcripcionales. 
 
 
 La variación la concentración del inductor así como el intercambio de orígenes 
de replicación con distinto número de copias, también pueden ser utilizadas 
para regular la expresión de proteínas recombinantes en C. glutamicum. 
 
 Aprovechando las ventajas que brinda la plataforma pTGR se estudiaron 
distintas secuencias de secreción del sistema Tat, demostrando que la 
correspondiente a la proteína PhoD de B. subtilis resultó la más eficiente al 
momento de secretar el gen reportero mCherry.  
 
 Se sobreexpresaron los genes de la vía Tat (Tat A, B y C), desde el vector 
pTGR, demostrando que es posible aumentar la eficiencia de secreción 
aprovechando la versatilidad que brinda esta herramienta genética.  
 
 Utilizando diferentes péptidos señales evaluados con el sistema pTGR se 
logró expresar y secretar la fosfolipasa C de B. cereus  en C. glutamicum, una 
enzima de potencial interés industrial. 
 
 El péptido señal salvaje de la BC-PLC, que utiliza la vía general Sec en B. 
cereus, dio como resultado una eficiencia de secreción para esta enzima 
superior a la obtenida con las secuencias más eficientes reportadas para  C. 
glutamicum. 
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 El agregado de tripsina fue estrictamente necesario para la obtención la BC-
PLC madura activa, demostrando que C. glutamicum es capaz de secretar 
pero no procesar el pro- péptido de esta enzima. 
 
 La optimización de la secuencia de la PLC-BC para su expresión en C. 
glutamicum, mediante el software Optimizer, no reflejó un aumento en la 
cantidad de enzima producida. 
 
 Mediante un proceso de fermentación en Fed-batch se obtuvieron 5.5 g/L de 
enzima secretada luego de 55 h de proceso correspondiendo a una 
productividad volumétrica de 0.1 g/L.h, siendo hasta el momento, el valor más 
alto reportado de expresión de una enzima recombinante en esta especie. 
 
 La enzima recombinante fue capaz de hidrolizar completamente los 
fosfolípidos mayoritarios del aceite crudo de soja fosfatidilcolina y 
fosfatidiletanolamina, demostrando su capacidad para el proceso de 
desgomado enzimático.  
 
 Teniendo en cuenta las condiciones propuestas en este trabajo y el 
rendimiento extra generado durante el tratamiento, se podría estimar una 
ganancia aproximada de 1.2 dólares por gramo de enzima. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen 
 
101 
 
El uso de herramientas de biología sintética permite realizar una contribución 
significativa para el avance de la ingeniería genética, mediante la reducción de los 
tiempos de desarrollo de organismos recombinantes. Sin embargo, la mayoría de las 
herramientas de biología sintética has sido obtenidas para E. coli. En este proyecto 
se ha desarrollado una plataforma para modificar genéticamente de manera rápida 
un microorganismo de alto interés industrial como C. glutamicum. 
 En este trabajo fue diseñado un vector sintético denominado pTGR, en el cual 
todos sus componentes se encuentran flanqueados por sitios de restricción únicos. 
El mismo permite el rápido intercambio de secuencias regulatorias así como la 
obtención de construcciones que permiten la expresión de varios genes 
simultáneamente. La plataforma que provee el sistema del pTGR contribuye a la 
exploración de partes involucradas en la expresión génica y facilita el rápido 
ensamblado de circuitos genéticos el cual permite realizar ingeniería metabólica en 
C. glutamicum. El sistema fue validado utilizando genes reporteros para ensayar 
promotores y RBSs y para el ensamblado de operones duales y clústers que 
contienen dos unidades transcripcionales. Por otro lado se estudiaron estrategias 
alternativas, que no dependen de elementos reguladores de la transcripción. En este 
sentido, se determinó que tanto la variación la concentración del inductor así como el 
intercambio de orígenes de replicación con distinto número de copias, también 
pueden ser utilizados como herramientas para regular los niveles de expresión de 
proteínas recombinantes en C. glutamicum.  
Utilizando las ventajas que provee la plataforma pTGR se estudiaron distintas 
secuencias de secreción del sistema Tat en C. glutamicum reportadas en la 
bibliografía, demostrando que la correspondiente a la proteína PhoD de B. subtilis 
resultó la más eficiente al momento de secretar el gen reportero mCherry. Además, 
aprovechando la versatilidad que brinda esta herramienta, se sobre-expresaron los 
traslocadores de la vía Tat, desde el vector pTGR, demostrando que es posible 
lograr un aumento de la eficiencia de secreción mediante esta estrategia. 
A continuación se busco emplear la herramienta genética creada para su 
utilización en sistemas de expresión de proteínas de interés industrial. Así, se 
utilizaron diferentes péptidos señales evaluados con el sistema pTGR para expresar 
y secretar la fosfolipasa C de B. cereus (BC-PLC). Esta enzima es un candidato 
atractivo para el proceso de desgomado enzimático, de aceites consumibles, debido 
a su capacidad de degradar fosfolípidos. Durante el refinamiento del aceite los 
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fosfolípidos capturan los triacilglicéridos disminuyendo el rendimiento del proceso. 
Entre las distintas secuencias señales ensayadas, la salvaje de la BC-PLC que 
utiliza la vía general Sec, fue la que demostró la mayor eficiencia de secreción. A 
partir de la misma se obtuvieron 0.12 g/L de enzima en sobrenadante de cultivos en 
Batch de C. glutamicum.  
En la última etapa del trabajo con el fin de obtener un proceso industrial 
económicamente viable para la manufactura de la BC-PLC, se evaluó un proceso de 
Fed-batch a partir de la cepa de C. glutamicum previamente desarrollada para la 
producción y secreción de esta enzima. Utilizando un medio semi definido y una 
estrategia de alimentación con flujos escalonados, se alcanzó una concentración 
final de 5.5 g/L luego de 55 h de proceso. La misma corresponde a una 
productividad volumétrica de 0.1 g/L.h, siendo hasta el momento el valor más alto 
reportado de expresión de una enzima heteróloga en esta especie.  
Finalmente a partir de ensayos de RMN, se demostró que la enzima 
recombinante fue capaz de hidrolizar completamente los fosfolípidos mayoritarios del 
aceite crudo de soja fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, demostrando su 
capacidad para el proceso de desgomado enzimático.  
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